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1 Einleitung und Fragestellung 
1.1 Einleitung 
Eine vorrangige Aufgabe der aktuellen gynäkologischen Onkologie ist die Suche 
nach neuen Therapieoptionen für das invasive Mammakarzinom. Das Ziel ist es, 
Therapiewege zu verbessern und jeder Brustkrebspatientin eine risikoarme, 
individualisierte und optimierte Therapie zukommen zu lassen. Im Mittelpunkt der 
gynäkologisch-onkologischen Forschung steht daher unter anderem die 
Identifizierung und Bestimmung neuer molekularer Targets und die sich daraus 
ergebende Entwicklung neuer Behandlungsstrategien [97]. 
Dabei stellt das triple-negative Mammakarzinom (TNBC), ein besonders 
aggressiver Subtyp des Brustkrebses, eine große Herausforderung dar. Da die 
Progesteron- und Östrogenrezeptoren sowie der Her2neu- Rezeptor bei dieser 
Krebsform nur in ausgesprochen geringem Ausmaß, oder gar nicht exprimiert 
werden, können sie nicht als Angriffspunkte für zielgerichtete Behandlungen 
dienen und bis heute gibt es keine wirksame und zugelassene Targettherapie 
gegen das TNBC. Die hier vorliegende Untersuchung soll dazu beitragen 
herauszufinden, welche alternativen Signaltransduktionsmoleküle in Zukunft als 
therapeutische Ziele für die Behandlung des TNBC genutzt werden könnten.  
 
1.2 Übersicht über Mammakarzinome 
1.2.1 Epidemiologie und Ätiologie 
In Deutschland erkranken jährlich rund 69.000 Frauen an einem primären 
Mammakarzinom. Dies macht Brustkrebs mit deutlichem Abstand zur häufigsten 
Krebserkrankung der Frau (Abbildung 1). Darüber hinaus werden zusätzlich mehr 
als 6.000 Frauen mit einem Carcinoma in situ diagnostiziert. Auf der Grundlage 
der bisherigen Inzidenzraten des Robert-Koch-Instituts erkrankt aktuell eine von 
acht Frauen im Laufe ihres Lebens an einer Form von Brustkrebs, wobei bei 
Diagnosestellung drei von zehn Frauen jünger als 55 Jahre sind [93]. 
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Abbildung 1: Prozentualer Anteil der häufigsten Tumorlokalisationen an allen 
Krebsneuerkrankungen in Deutschland 2013/2014 [93] 
 
Nach der Einführung des Mammographie-Screenings kam es zwischen 2005 und 
2009 zu einem Anstieg der Brustkrebsneuerkrankungen, da durch die 
verbesserte Früherkennung vermehrt sehr frühe Stadien der Erkrankung 
diagnostiziert werden konnten. Seit dem Jahr 2009 wird allerdings eine leicht 
rückläufige Inzidenz beobachtet. In Deutschland versterben ca. 18.000 Frauen 
im Jahr an Brustkrebs. Durch Fortschritte mit aktuellen Therapien konnte das 
Gesamtüberleben der Patientinnen jedoch deutlich verbessert werden, was zu 
einem Rückgang der Sterberaten geführt hat (Tabelle 1).  
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Tabelle 1: Übersicht über die wichtigsten epidemiologischen Maßzahlen zum 
Mammakarzinom für Deutschland 2013/2014 [93] 
 
 
1.2.2 Risikofaktoren 
Die Entstehung eines Mammakarzinoms erfolgt stets multifaktoriell; dies haben 
viele molekular-epidemiologische Studien zeigen können. Nur 5-10% der 
Mammakarzinome werden als hereditär angesehen. Es stehen bei diesen 
Formen des Mammakarzinoms zwei Proto-Onkogene im Vordergrund, BRCA-1 
und BRCA-2, auf die etwa 50% der vererbten Brustkrebsfälle zurückgeführt 
werden [64].  
Patientinnen, die Träger einer solchen genetischen Komponente sind, haben ein 
Lebenszeitrisiko von 50-85% an einem Mammakarzinom zu erkranken [3]. 
Natürlich prädisponieren auch andere Faktoren für die Entwicklung eines 
Mammakarzinoms. Zu nennen wären hier unter anderem: höheres Alter der Frau, 
Adipositas, frühe Menarche, Nulliparität, Nichtstillen oder eine späte 
Schwangerschaft im Alter von über 30 Jahren [73]. Eine frühe Schwangerschaft 
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hingegen scheint das Risiko einer Brustkrebserkrankung sogar zu verringern. 
Weiterhin haben Frauen mit einem späten Eintritt der Menopause ein deutlich 
erhöhtes Risiko [36, 83]. Die Einnahme von oralen Kontrazeptiva wird kontrovers 
diskutiert. In einigen Studien wiesen postmenopausale Frauen, welche einer 
Hormonersatztherapie zugeführt wurden, ein höheres Risiko auf, ein 
Mammakarzinom zu entwickeln, als Patientinnen, die keine Hormone erhielten 
[74]. Neuere Publikationen zeigen jedoch eher einen Vorteil einer 
postmenopausalen Hormonersatztherapie [98]. 
 
1.2.3 Prognosefaktoren 
In der Literatur werden prädiktive und prognostische Faktoren beschrieben. 
Prädiktiv ist ein Faktor, wenn er das positive Ansprechen auf eine ausgewählte 
Therapie beschreibt. Als prognostisch werden Faktoren beschrieben, die für das 
Risiko des Versterbens an einem Mammakarzinom sprechen. Beide Faktoren 
werden genutzt, um eine individuelle risikoadaptierte Therapieempfehlung geben 
zu können [18]. 
Der axilläre Lymphknotenbefall ist einer der bedeutendsten prognostischen 
Marker beim Mammakarzinom. Sollten bei der Erstdiagnose mehr als drei 
Lymphknoten befallen sein, so ist die Prognose deutlich schlechter und geht mit 
einer erhöhten Mortalität einher. Darüber hinaus ist das 10-Jahres-Rezidivrisiko 
bei diesen Patientinnen um fast das Doppelte erhöht und liegt bei etwa 75% [29]. 
Ebenso prädisponieren die Tumorgröße bei der Erstdiagnose und ein bilaterales 
Auftreten des Mammakarzinoms für eine deutlich schlechtere Prognose, dabei 
scheint nicht eine erhöhte Aggressivität des Tumors verantwortlich zu sein, 
sondern eher das simultane Auftreten des Tumors an sich [66]. Das 1957 von 
Bloom und Richardson et al. [6] beschriebene Grading ist ein weiterer wichtiger 
Prognosefaktor. Je höher das Grading eines Tumors ist, desto schlechter ist das 
Gesamtüberleben der Patientinnen [94]. Auch das Alter spielt, wie oben bereits 
erwähnt, eine entscheidende Rolle. Goldhirsch et al. konnten 2002 zeigen, dass 
Patientinnen, die bei der Diagnosestellung unter 35 Jahre alt waren, signifikant 
mehr hormonrezeptornegative Tumore entwickelten, eine höhere Expression des 
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Proliferationsmarkers Ki-67 (über 20%) aufwiesen sowie deutlich öfter blutgefäß- 
und lymphsysteminvasive Tumore aufwiesen [16]. 
Nach den Leitlinien der AGO (Arbeitsgemeinschaft Gynäkologie Onkologie e.V.) 
[2] sind die wichtigsten Prognosefaktoren des Mammakarzinoms [2] 
zusammengefasst folgende:  
o Tumorgröße 
o Lymphknotenstatus 
o Fernmetastasen 
o Alter 
o Histopathologie/Tumorsubtyp 
o Grading 
o Peritumorale Lymphsystem-/Blutgefäßinvasion 
o Übergewicht 
o Postoperativer Resektionsstatus 
 
1.2.4 Histopathologie des Mammakarzinoms 
Das Mammakarzinom ist ein maligner, vom Epithel des Brustdrüsenparenchyms 
ausgehender Tumor. Die Prädilektionsstelle ist meist einseitig und in über 55% 
der Fälle ist der obere äußere Quadrant betroffen, etwa 15% treten im oberen 
inneren Quadranten auf, gefolgt von dem unteren äußeren Quadranten mit 10%. 
Histopathologisch wird das Mammakarzinom bei 95% der Fälle als ein 
Adenokarzinom klassifiziert [111].  
Die histopathologische Einteilung des Mammakarzinoms erfolgt anhand einer 
pathologischen Untersuchung, wobei der Gewebetyp, die Invasivität des Tumors, 
der Rezeptorstatus und das Grading klassifiziert werden. Eine primäre 
Unterteilung findet bei der Klassifizierung in nicht invasive (Carcinoma in situ) und 
invasive Karzinome statt.  
Das häufigste in situ-Mammakarzinom ist das DCIS (Ductales carcinoma in situ). 
Hierbei handelt es sich um eine präkanzeröse Vorstufe des Mammakarzinoms, 
welche ebenfalls von den Milchgängen der Brustdrüse ausgeht, allerdings noch 
 
 
6 
nicht invasiv in umliegendes Gewebe einwächst. Das DCIS metastasiert daher 
nicht; es wird heutzutage dennoch empfohlen jedes DCIS zu behandeln, da hier 
im Gegensatz zu anderen Präkanzerosen das Risiko besteht (30-50%), dass sich 
ein invasives Mammakarzinom entwickelt [38] Weiterhin wird eine lobuläre 
Neoplasie (LN) unterschieden, wobei diese eher eine erhöhte Proliferationsrate 
des Epithels der Läppchen beschreibt und mit einem erhöhten Risiko für eine 
Entartung einhergeht [58]. Eine weitere Präkanzerose stellt das Carcinoma 
lobulare in situ (CLIS) dar, welches von den Läppchen ausgeht und seltener 
entartet als das DCIS.  
Die invasiven Mammakarzinome werden in zwei Hauptklassen unterteilt: duktale 
und lobuläre Karzinome. Duktale Karzinome stellen mit etwa 80% die häufigste 
Variante des invasiven Mammakarzinoms dar, deutlich seltener sind die 
lobulären Karzinome mit einem Anteil von etwa 15-20% [7]. 
 
1.2.5 TNM- und UICC-Klassifikation 
Die TNM-Klassifikation wird international verwendet und ist ist essentiell für eine 
weitere Therapie- sowie auch Prognoseplanung. Sie beschreibt die 
anatomischen Befunde am Primärtumor und setzt sich aus der Tumorgröße (T), 
der Anzahl der befallenen Lymphknoten (N) und der Metastasierung (M) 
zusammen. Auf der Basis der TNM-Befunde erfolgt die Stadieneinteilung des 
Tumors nach den Kriterien der UICC (Union Internationale Contre le Cancer) 
[122] (Tabelle 2). 
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Tabelle 2: Klassifikation der Tumorstadien nach den Kriterien der UICC [122] 
Stadium Primärtumor (T) Lymphknotenstatus (N) Fernmetastasen (M) 
0 Tis N0 (keine) M0 
I T1mic N0 M0 
 
T1a (1 – 5 mm) N0 M0 
 
T1b (6 – 10 mm) N0 M0 
 
T1c (11 – 20 mm) N0 M0 
IIA T0, T1mic, T1 N1 (1-3 LK in der Axilla 
und/oder der ipsilateralen 
Mammaria-Interna-Region) 
M0 
 
T2 (21- 50 mm) N0 M0 
IIB T2 N1 M0 
 
T3 (≥51 mm) N0 M0 
IIIA T0, T1mic, T1, T2 N2 (4-9 LK in der Axilla) M0 
 
T3 N1  M0 
IIIB T4 (Infiltration der Brustwand 
und/oder der Haut, und/oder 
ipsilaterale 
Satellitenmetastasen und/oder 
inflammatorisches 
Mammakarzinom) 
N0 – 2 M0 
IIIC alle T 
N3 (≥10 LK n der Axilla 
und/oder Befall infra- oder 
supraklavikulärer LK) 
M0 
IV alle T alle N 
M1 (Metastasen 
außerhalb der Brust 
und der benachbarten 
LK-Regionen  
 
1.2.6 Grading 
Das Grading eines malignen Tumors beschreibt die Pathogenitätsbestimmung, 
welche am Biopsie- oder Operationspräparat durchgeführt wird. Das 
entnommene Gewebe wird anhand seiner aktuellen Morphologie, der ggf. 
veränderten Zellstruktur sowie sichtbarer Mitoseraten in drei aufsteigende 
Malignitätsgrade (Grading) eingeteilt. Tumorzellen, die der Ursprungszelle in 
ihren Eigenschaften noch sehr ähneln und langsam wachsen, gelten als wenig 
aggressiv und gut differenziert (G1). Im Gegensatz dazu gelten Tumorzellen, 
welche dem Urspungsgewebe nicht mehr zuzuordnen sind. als undifferenziert 
bzw. entartet und damit als aggressiv (G3) [6]. 
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1.2.7 Hormonrezeptorstatus und molekulare Subtypen 
Der Progesteron (PR)- und Östrogenrezeptorstatus (ER) wird heutzutage in jeder 
Biopsie bzw. jedem Tumorresektat bestimmt und ist einer der wichtigsten 
etablierten Prognose- und Therapiemarker [26]. Vor ca. 25 Jahren wurde die 
erste Arbeit zu diesem Thema veröffentlicht [49]. Ein weiterer wichtiger 
therapeutischer Angriffspunkt ist der HER2/neu-Rezeptor. Dies ist ein 
epidermaler Wachstumsfaktor, der bei ca. 35% der Patientinnen mit einem 
invasivem Mammakarzinom exprimiert wird und mit einer schlechteren Prognose 
korreliert ist [96]. Sobald keiner dieser drei Rezeptoren nachweisbar ist, wird 
dieser Tumor als ein „triple-negatives Mammakarzinom“ behandelt. 
Perou und Sorlie et al. konnten in mehreren Microarray-cDNA-Studien 
Mammakarzinome anhand der Rezeptorexpression in vier verschiedene 
molekulare Subtypen klassifizieren (Tabelle 3).  
o Luminal-A-Subtyp, 
o Luminal-B-Subtyp, 
o HER2+-Subtyp, 
o Basal-like-Subtyp.  
Der Luminal-A-Subtyp kommt mit ca. 24-39% am häufigsten vor, gefolgt vom 
Basal-like-Subtyp mit ca. 17-37%, Luminal-B-Subtyp mit 10-18% und dem 
HER2+-Subtyp mit 4-10% [105]. Es grenzen sich also die zwei endokrin-
empfindlichen Tumorentitäten (Luminal A, B) von den undifferenzierten Tumoren 
Basal-Like-Subytp sowie dem HER2-gelenktem Tumor ab [15]. 
Der Begriff Basal-like-Subtyp wird in der Literatur oft mit dem triple-negativen-
Mammakarzinom synonym verwendet, jedoch sind diese Subklassifizierungen je 
nach Labor und Untersucher nicht hunderprozentig reproduzierbar [120]. Somit 
entspricht der Basal-like-Subtyp nur zu ca. 80% dem histopathologisch 
klassifizierten TNBC [89]. Der Luminal-A- und Luminal-B-Subtyp zeigen sich 
beide Östrogenrezeptor- und Progesteronrezeptor-positiv sowie beide 
HER2/neu-negativ.  
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Eine Differenzierung der beiden letztgenannten Typen erfolgt nur durch die 
Proliferationsrate, welche sich mit dem Proliferationsmarker Ki-67 bestimmen 
lässt. Ki-67 wird ebenfalls als prädiktiver Faktor herangezogen, da seine 
vermehrte Anwesenheit in Studien gezeigt hat, dass Patientinnen besser auf eine 
neoadjuvante Chemotherapie sowie antihormonelle Therapie ansprechen [113]. 
Der Luminal-A-Subtyp zeigt eine niedrige, der Luminal-B-Subtyp eine hohe 
Proliferationsrate. Eine Neigung des Tumors zur gesteigerten Proliferation geht 
ebenfalls mit einem erhöhten Rezidivrisiko einher [24]. Über einen einheitlichen 
Schwellenwert für Ki-67 zur standardisierten Einschätzung der Proliferationsrate 
und damit Unterscheidung in Luminal-A- oder -B-Subtyp wird aktuell noch 
kontrovers diskutiert [30].  
 
Tabelle 3: Molekulare Subtypen des Mammakarzinoms (modifiziert nach Coates et 
al. 2015 [15]) 
Molekularer 
Subtyp 
Subgruppe Definition Bezeichnung 
Luminal A 
 
• ER- und PR 
positiv 
• HER2/neu 
negativ 
• Ki67 niedrig 
Luminal A-like 
Luminal B HER2/neu 
negativ 
• ER-positiv 
und/oder 
• PR-negativ 
• Ki67 hoch 
Luminal B-like 
HER2/neu 
negativ 
 
HER2/neu 
positiv 
• ER-positiv 
• HER2/neu 
überexprimiert 
• Ki67 niedrig 
oder hoch 
Luminal B-like 
HER2/neu positiv 
HER2 enriched 
 
• HER2/neu 
überexprimiert 
• ER- und PR 
negativ 
 
Basal like 
 
• ER und PR-
negativ 
• HER2/neu 
negativ 
Große Überein-
stimmung mit 
triple-negativem 
Mamma-Ca 
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In einer multivariaten Analyse wurden luminal/HER2- und HER2-angereicherte 
Tumore mit einem deutlich höheren Vorkommen an Leber-, Hirn- und 
Lungenmetastasen assoziiert als luminal-A-ähnliche Tumore. Basal-like Tumore 
hatten eine höhere Rate an Hirn-, Lungen- und Fernknotenmetastasen sowie und 
ein signifikant öfteres Vorkommen an Leber- und Knochenmetastasen [45].  
Für die verschiedenen Mammakarzinom-Subtypen (Tabelle 3) gibt es 
unterschiedliche Behandlungsmöglichkeiten und unterschiedliche Prognosen. 
Die Therapie reicht von lokalen Behandlungsmethoden wie der onkologischen 
Chirurgie und der Strahlenonkologie bis hin zu systemischen Behandlungs-
methoden. Dieser multidisziplinäre Ansatz wurde mit einer Senkung der 
Sterblichkeitsrate bei Mammakarzinomen in Verbindung gebracht [46].  
 
1.3 Triple-negatives Mammakarzinom  
1.3.1 Definition 
Das triple-negative Mammakarzinom (TNBC), die aggressivste Form des 
Brustkrebses, ist pathologisch definiert durch sehr geringe oder nicht vorhandene 
Expression der Östrogen-, Progesteron- und Her2- (Human epidermal growth 
factor receptor 2) Rezeptoren [4, 8]. Diese aggressive Form des Brustkrebses 
kommt oft bei jungen Frauen vor und bringt eine frühe viszerale Metastasierung, 
ein hohes Rezidivrisiko sowie ein niedriges Gesamtüberleben unabhängig von 
der Tumorgröße, dem initialen Staging oder dem Lymphknotenbefall mit sich [40, 
45]. Die geringe Expression von Hormon- und Her2–Rezeptoren führt dazu, dass 
sich die Behandlungsmöglichkeiten des TNBC postoperativ meist auf „dose-
dense“ oder metronome Chemotherapie (d.h. Platin, Anthrazykline, Taxane) 
sowie Radiatio beschränken [65]. Neuere Behandlungsstrategien wie Poly-ADP-
Ribose-Polymerase (PARP)- oder VEGF-Inhibitoren zeigen ein verbessertes 
Gesamtüberleben, besitzen jedoch auch starke Nebenwirkungen [59, 78, 99, 
112].  
Auch nach den Guidelines der ASCO (American Society of Clinical Oncology) 
sind TNBC definiert durch das Vorhandensein von <1% immunreaktiver 
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Zellkerne, <1% Östrogen- bzw. Progesteronrezeptoren und ein Fehlen der 
Überexpression des humanem epidermalem Growth Factor 2 (HER2/neu) [37]. 
Das basal-like Mammakarzinom wird in der Literatur oft mit dem triple-negativen 
Mammakarzinom gleichgesetzt. Jedoch haben einige Arbeiten zu diesem Thema 
mittels immunhistochemischer Methoden zeigen können, dass nicht alle TNBC 
auch gleich basal-like Tumoren sind und umgekehrt [85]. Wie bereits beschrieben 
ergibt sich hieraus eine sehr hohe heterogene Malignität der TNBC.  
Trotz der großen wissenschaftlichen Aufmerksamkeit und eines guten 
Ansprechens auf Chemotherapie bleibt das TNBC aktuell die aggressivste 
Tumorsubklasse des Brustkrebses. Die Prognose ist für die Patientinnen nach 
wie vor schlecht und eine wirksame zielgerichtete Therapie konnte noch nicht 
gefunden werden [87]. Eine chinesische retrospektive Studie an 152 
Brustkrebspatientinnen mit unterschiedlichen Brustkrebssubtypen und 
Hirnmetastasen belegte im Jahr 2014, dass Hirnmetastasen schneller in 
HER2/neu überexprimierten und TNBC-Subtypen enstehen. Das mittlere 
Überleben betrug beim Luminaltyp 70 Monate, beim Her2/neu 
überexprimierenden Typ 53 Monate und beim TNBC 40 Monate [127]. 
 
1.3.2 Risikofaktoren für das triple-negative Mammakarzinom 
Weiße postmenopausale Patientinnen erkranken deutlich seltener an einem 
TNBC bzw. einem Subtyp, während jüngere Frauen vor allem prämenopausal 
deutlich häufiger erkranken [68]. Mehrfachschwangerschaften sowie Nichtstillen 
scheinen unabhängig voneinander mit der TNBC-Entstehung assoziiert zu sein. 
Jedes Stillen ist unabhängig von der Dauer mit einer geringeren 
Wahrscheinlichkeit assoziiert, an einem TNBC zu erkranken [102]. 
Weiterhin scheinen Patientinnen, welche an einem metabolischen Sydrom 
leiden, hohe Blutzuckerspiegel, erhöhtes Gewicht, erhöhte Triglyzeride, ein 
geringes High-Density-Lipoprotein (HDL) aufweisen und dazu unter 50 Jahre alt 
sind, einem deutlich erhöhtem Risko ausgesetzt zu sein [21, 110]. 
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1.3.3 Molekulare Struktur des triple-negativen Mammakarzinoms 
1.3.3.1 Basal-like-Typ 
Der basal-like Subtyp macht einen Anteil von etwa 80% des TNBC aus [22]. 
Dieser Subtyp wird aufgrund der Ähnlichkeiten im Genexpressionsmuster zu 
basalen Epithelschichtzellen bezeichnet. Er zeigt keine Expression der 
Hormonrezeptoren sowie des Her2/neu-Rezeptors, aber eine hohe Expression 
an anderen Proliferationsfaktoren wie ERGF und spezifischen Zytokeratinen wie 
CK5/6, CK17 sowie Cadherin [75]. In mehreren Studien konnte eine Assoziation 
zu den hereditären BRCA-Genen hergestellt werden. Demnach ist die Mehrheit 
der BRCA1-Mammakarzinome vom basal-like Typ [33]. Da man also annehmen 
muss, dass aufgrund eines Defizits des BRCA-Gens alternative Wege zur DNA-
Reparatur aktiv sind, wie beispielsweise der Basen-Exzisionsmechanismus 
durch die PARP (ADP-Ribose-Polymerase), werden aktuell in vielen Studien 
PARP-Inhibitoren getestet. Eine Inhibierung von PARP würde somit zur 
Anhäufung von nicht reparierter DNA-Schädigung sowie zum Zelltod führen [53, 
82]. Insgesamt gilt der basal-like-Typ als ein sehr aggressiver Subtyp mit einem 
schlechten Gesamtüberleben, einer frühzeitigen Metastasierungsrate und einer 
hohen Sterblichkeit [91]. 
 
1.3.3.2 Claudin-low-Subtyp 
Einer der aktuell besonders interessanten Subtypen des TNBC ist der Claudin-
low-Subtyp, welcher bis zu 40% der TNBC ausmacht. Charakterisiert ist dieser 
Subtyp durch einen Mangel an Claudinproteinen, welche, ähnlich wie E-
Cadherine, Adhäsionsmoleküle sind und somit mitverantworlich für die 
Funktionalität der Zellzwischenräume [89]. Bei der molekularen Klassifizierung 
wiesen Tumore des Claudin-low-Subtyps signifikant mehr epithelial-
mesenchymale Zellübergangszustände mit stammzellähnlichen Merkmalen 
sowie eine Überexpression von proliferationsassoziierten Genen auf [88]. Der 
Claudin-low-Subtyp besitzt eine geringere Gesamtremissionsrate bei 
neoadjuvanter Chemotherapie als der basal-like Typ [84]. 
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1.3.4 Aktuelle Therapie des triple-negativen Mammakarzinoms 
Aktuell gibt es keine zugelassene Target-Therapie für das triple-negative 
Mammakarzinom. Es werden Antrazykline und Taxane zur Therapie des TNBC 
empfohlen [35], und es wird mit den gleichen Chemotherapieregimes behandelt 
wie auch andere Mammakarzinom-Subtypen. Carboplatine und platinhaltige 
Regimes könnten laut der AGO bei TNBC-Patientinnen mit familiärer 
Prädisposition wie beispielsweise BRCA-Mutationen eine bessere Ansprechrate 
besitzen [2]. Eine 2008 durchgeführe Studie von Sirohi et al. berichtet über eine 
Ansprechrate von über 80% nach neoadjuvanter Chemotherapie mit 
platinhaltigen Zytostatika im Vergleich zu einer etwa 50%igen Ansprechrate bei 
anderen Tumorsubtypen [103]. Chemotherapien wirken zytotoxisch und 
schädigen die DNA aller sich schnell teilenden Zellen. Sehr schnell teilende 
Zellen, wie Krebszellen, sind anfälliger für eine zytotoxische Therapie, aber auch 
andere sich schnell teilende normale Zellen wie beispielsweise Blutzellen. 
Hieraus ergeben sich auch die oft immensen Komplikationen einer solchen 
Therapie.  
 
1.3.5 Neue Therapiemöglichkeiten des triple-negativen Mammakarzinoms 
In den letzten Jahrzehnten konnten für die hormonrezeptorpositiven und 
Her2/neu-Rezeptor exprimierenden Mammakarzinome gezielte endokrine bzw. 
Antikörpertherapien entwickelt werden. Hierzu zählt zum Beispiel der 
monoklonale Antikörper Trastuzumab (Herceptin®).Trastuzumab ist nun seit ca. 
20 Jahren für die Therapie des Her2/neu-rezeptorexprimierenden 
Mammakarzinoms zugelassen und führt über eine starke Bindung an den 
Rezeptor zu einer Hemmung der Proliferationsrate dieser Tumore. Das Disease 
free survival (DFS) dieser Patientinnen konnte in Studien hierdurch signifikant 
verbessert werden [95]. 
Im Gegensatz zu anderen Brustkrebs-Subtypen (ER-positiven, HER2-positiven 
Subtypen) stehen beim TNBC außer der Verabreichung einer Chemotherapie 
keine zugelassenen gezielten Behandlungen zur Verfügung. Die Immuntherapie 
ist eine neue Art der Behandlung von TNBC im Vergleich zur chirurgischen 
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Behandlung, Chemotherapie, endokrinen Therapie und molekularer Zieltherapie 
[114]. Es liegt also im Fokus der wissenschaftlichen Aufmerksamkeit, die 
molekulare Struktur der triple-negativen Mammakarzinome besser zu verstehen, 
um so neue gezielte Therapieoptionen zu etablieren.  
Gemäß dem Cancer Genome Atlas weist TNBC eine höhere PD-L1-mRNA-
Expression auf [69]. Laut einer Studie von Liu et al. wurden in TNBC auch höhere 
CD8+-T-Zellinfiltrationsraten gefunden. Es laufen aktuell mehrere experimentelle 
Studien, die die Wirkung einer Immuntherapie, welche gezielt auf PD-L1 sowie 
CD8-T-Lymphozyten abzielt, untersuchen [44]. Auch eine Hemmung der 
poly(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP) hat einen deutlichen Nutzen in der 
Therapie des TNBC gezeigt, unabhängig davon, ob dies durch Defekte im 
BRCA1-, BRCA2-Gen oder durch Defekte anderer Pfade ausgelöst wurde [115]. 
Gezielte Therapien werden derzeit für TNBC entwickelt bzw. evaluiert, 
einschließlich der Inhibierung von EGFR, einem weiteren Proliferationsmarker, 
auch bekannt als HER1, aber all diese möglichen Therapien haben noch keine 
offizielle Zulassung der FDA (Food and Drug Administration) erlangen können 
[108]. 
 
1.3.6 Potentielle neue Target-Biomarker und Signaltransduktionskaskaden 
1.3.6.1 Notch1-Signalweg 
Der Notch1-Signalweg ist während der Zellentwicklung entscheidend an der 
Regulierung des Zellschicksals beteiligt. In bereits differenzierten Geweben ist er 
auch an der Homöostase beteiligt. Über eine hormonelle Signalübertragung 
vermittelt er eine interzelluläre Kommunikation via Ligand-Rezeptor-Crosstalk 
und kann so in den Zellzyklus eingreifen. Notch-Rezeptoren bestehen aus 
Transmembranproteinen, welche aus funktionellen extrazellulären, 
Transmembran- und intrazellulären Einheiten zusammengesetzt sind. Notch1 
wurde auch als Schlüsselregulator für die Aktivierung von peripheren T-Zellen 
und die Differenzierung von Effektorzellen in Betracht gezogen, deren Funktionen 
in diesen Prozessen jedoch noch wenig verstanden sind [126]. 
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Es konnte durch vorhergehende Studien bereits nachgewiesen werden, dass 
eine Hemmung dieses Signalwegs zu einer Antitumoraktivität durch 
Zellzyklusarrest, Apoptose und Unterbrechung der Angiogenese führte [90, 128]. 
Weiterhin könnte der Notch-1-Signalweg mit einer allgemeinen Resistenz gegen 
aktuelle Chemotherapieregimes in Zusammenhang stehen. Zhang et al. wiesen 
nach, dass Notch1 über eine Aktivierung von Major vault protein (MVP) für die 
Progression von epithelialer zu mesenchymaler Zelltransition, wie sie vor allem 
bei dem Caudin-low-Subtyp des TNBC beobachtet wird, verantwortlich ist [11].  
Ein Hauptgrund für das schlechte Gesamtüberleben bei TNBC-Patientinnen wird 
auf die frühe und schnelle Fernmetastasierung zurückgeführt. Charakteristisch 
hierfür ist die bereits oben erwähnte epitheliale-mesenchymale Transition [27]. 
Nach Wang et al. nimmt in soliden TNBC-Tumoren die Notch1-Signalkaskade 
direkten Einfluss auf das Überleben der Tumorzellen, die Angiogenese sowie die 
Zelldifferenzierung [50].  
 
1.3.6.2 HIF1α- und XPB1-Signalweg 
XBP1 (X-box-binding-protein) ist ein Transkriptionsfaktor, der maßgeblich an der 
zellulären Stressantwort des endoplasmatischen Retikulums sowie an der 
Expression wichtiger Immunsystembestandteile wie dem humanen 
Leukozytenantigen (HLA) beteiligt ist [60]. Krebszellen induzieren eine Reihe von 
alternativen Signaltransduktionskaskaden, um ihr eigenes Überleben 
beispielsweise trotz unzureichender Vaskularisierung zu gewährleisten. Ein 
solcher adaptiver Weg ist die Stressreaktion des endoplasmatischen Retikulums 
(ER), die zum Teil durch den ER-lokalisierten Transmembransensor IRE12 und 
dessen Substrat XBP1 vermittelt wird. Glimcher et al. haben zeigen können, dass 
XBP1 in TNBC aktiviert zu sein scheint und eine entscheidende Rolle in der 
Tumorgenese sowie bei der Entwicklung des Tumor-Subtyps hat [14].  
HIF1α (Hypoxia-inducing factor) ist ebenfalls ein Transkriptionsfaktor, welcher an 
der Regulation der Sauerstoffversorgung einer Zelle beteiligt ist. Es ist bereits 
seit Jahrzehnten bekannt, dass eine Hypoxie im direkten Umfeld eines Tumors 
die malignen Zellen maßgeblich beeinflusst. Hypoxische Tumore gehen meistens 
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mit einem aggressiveren Phänotyp, erhöhter Metastasierungsrate und eine 
erhöhten Resistenz gegen Radiochemotherapie einher [9]. HIF1α ist ebenfalls 
ein Mitglied der Notch-Signalkaskade und steht in Verbindung mit einer 
schlechten Prognose der betroffenen Patienten durch eine Förderung der 
Karzinomentstehung sowie der Bildung von Lungenmetastasen. Eine geringere 
Expression stand hier mit einem langsameren Tumorwachstum, weniger Bildung 
von Lungenmetastasen sowie einem verlängerten Gesamtüberleben in 
Zusammenhang [100]. Es wurde bereits beschrieben, dass HIF1α in TNBC 
überaktiviert ist [72]. XPB1 scheint in einem Transkriptionskomplex mit HIF1α die 
Entwicklung in TNBC über eine Expression von HIF1α-Zielen und damit mit einer 
Aktivierung der RNA-Polymerase II zu regulieren. Chen et al. stellten fest, dass 
unabhängig voneinander analysierte TNBC-Patientengruppen spezifische XBP1-
Expressionsmuster aufwiesen, die deutlich mit einer HIF1α-Signatur und damit 
schlechtem Gesamtüberleben assoziiert waren [14]. Eine Hemmung von XBP1 
führt zu einem verringerten Tumorwachstum, was darauf hindeutet, dass dieser 
Komplex als therapeutisches Ziel verwendbar sein könnte [14].  
 
1.3.6.3 Wnt/β-Catenin-Signalweg 
Der Wnt/β-Catenin-Signalweg wurde erstmals 1982 mit der Identifikation des 
Maus- Proto-Onkogens Wnt1 in Verbindung gebracht. Später wurde diese 
Signalkaskade in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster identifiziert und für 
die Initiierung der Flügelentwicklung verantwortlich gemacht [5]. Der Wnt/β-
Catenin-Signalweg ist eine essentielle Transduktionskaskade in der 
Embryonalentwicklung und der Homöostase im Erwachsenenalter [13]. Eine 
Beteiligung an der Regulierung des Zellzyklus, des Zellwachstums sowie der 
Regulierung der Tumorprogression wurden mehrfach beschrieben. 1991 wurde 
erstmals festgestellt, dass genetische Mutationen im Tumorsuppressorprotein 
APC (Adenomatous polyposis coli) mit Darmkrebs assoziiert waren [76]. Es 
konnten weiterhin viele Mutationen, die zur Kanzerogenese beitragen und mit 
dem Wnt/β-Catenin-Signalweg in Verbindung stehen, detektiert werden [124]. 
Darüber hinaus wurde berichtet, dass eine Aberration dieses Signalwegs definitiv 
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für die Tumorprogression in Mundbodenkarzinomen verantwortlich zu machen ist 
[106, 119], dennoch sind die grundlegenden Mechanismen noch nicht aufgeklärt. 
TNBC entsprechen, wie bereits beschrieben, zu 90% dem molekularen Muster 
der Basal-like-Subtypisierung. Dieses weist eine hohe Anzahl an 
mesenchymalen Tumor-Stammzellen auf [39], welche in der Literatur wiederum 
für die Tumorinitiierung, eine rasche Metastasierung und die Entwicklung einer 
Radiochemoresistenz verantwortlich gemacht werden [1]. Auf molekularer Ebene 
spielt die Kern-Transkription von β-Catenin eine entscheidende Rolle in der 
Tumor-Stammzellbiologie [117]. In Anbetracht der abnormen Aktivierung des 
Wnt/β-Catenin-Signalwegs bei verschiedensten Krebsarten wurden bereits viele 
Versuche unternommen, um therapeutische Targets sowie niedermolekulare 
Wirkstoffe zu entwickeln, die diesen Pathway blockieren. Beispielsweise hat eine 
Inhibition des Wnt/β-Catenin-Signalwegs mit dem potenten Wnt-Antagonisten 
Dkk1 (Dickkopf1), der auch mit dem LRP6-Rezeptor interagiert, zu einer 
Hemmung der Epithelproliferation im Colon geführt [51]. Eine Hemmung von 
Wnt-Rezeptoren ist also bereits therapeutisch nutzbar, da auf diese Weise ein 
LRP6-Abbau induziert wird [47].  
 
1.3.6.4 LRP6-Signalweg 
LRP6 (Low density lipoprotein related protein 6) ist ein essentieller Wnt-
Korezeptor des Wnt/β-Catenin-Signalwegs [62]. LRP6 ist ein 
Transmembranrezeptor und spielt durch seine Interaktion mit der Wnt/β-Catenin-
Signalkaskade ebenfalls eine große Rolle bei der Regulation der 
Zelldifferenzierung, -proliferation und -migration sowie bei der Entwicklung vieler 
Tumorentitäten. LRP6 scheint keine Korrelation mit dem Östrogen-, Progesteron- 
oder Her2-Rezeptor zu haben. Allerdings verlängert seine Verwendung als 
Wirkstoff-Zielrezeptor die Gesamtüberlebenszeit in einem Mausmodell signifikant 
[63]. Li et al. beobachteten, dass eine Blockade des LRP6-Rezeptors mit dem 
spezifischem Inhibitor Mesd-Protein in triple-negativen Mammakarzinomen zu 
einer verringerten Zellmigration und -invasion führte [62]. Mehrere Studien haben 
darüber hinaus zeigen können, dass der Wnt/β-Catenin-Signalweg in TNBC 
besonders aktiv ist, was unter anderem zu einer Hochregulierung des LRP6 
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Rezeptors führt. In einer Studie von King et al. verursachte Salinomycin, welches 
selektiv Brustkrebsstammzellen abtötet, eine Inhibition des Wnt/β-Catenin-
Signalwegs durch eine LRP6-Rezeptorunterdrückung [48]. Der LRP6-Rezeptor 
stellt also zusammen mit dem oben beschriebenem Wnt/β-Catenin-Signalweg 
ein potentielles Target in der molekularen Therapie des TNBC dar. 
 
1.3.6.5 MCL1-Signalweg 
MCL1 (Myeloid cell leukemia 1) ist ein antiapoptotisches Protein, welches als 
Mitglied der Bcl-2-Familie an einer Reihe von Apoptose-regulierenden Prozessen 
beteiligt ist. Die Bcl-2-Familie stellt eine Klasse von Onkogenen dar, die die 
Tumorentwicklung nicht durch Hochregulierung der Proliferation fördern, sondern 
die Lebensfähigkeit der Tumorzellen durch eine Hemmung der Apoptose 
aufrechterhalten [109]. MCL1 moduliert die mitochondriale Physiologie der Zelle 
und ist mit einer verstärkten Metastasenbildung sowie einem verminderten DFS 
assoziiert. Auch MCL1 könnte also von therapeutischem Interesse sein [125]. Die 
Deletion von MCL1 im Brustdrüsenepithel von gentechnisch veränderten Mäusen 
zeigte, dass MCL1 eine Vorraussetzung für die Tumorentstehung ist. Die 
Expression von MCL1 ist folglich mit einer schlechten Prognose von TNBC-
Patientinnen verbunden und somit ein interessanter Angriffspunkt für molekulare 
Therapieansätze [10]. 
 
1.3.6.6 FOXP3-Transkriptionsfaktor 
FOXP3 (Forkhead-Box-P3) ist ein wesentlicher Transkriptionsfaktor für die 
Funktion und Entwicklung regulatorischer T-Zellen (Tregs) [31], doch auch 
Tumorzellen in Brustkrebs, Pankreaskrebs und Melanomen können selbst 
FOXP3 exprimieren. 
FOXP3 ist ein potenter Repressor von mehreren bekannten Onkogenen und stellt 
somit ein Ziel für neue therapeutische Interventionen bei TNBC dar. Es ist 
mitverantwortlich für die TNBC-Anfälligkeit und maßgeblich an der Prognose 
beteiligt, wobei diese stark von der zellulären Lokalistation von FOXP3 abhängt 
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[61]. Ist FOXP3 im Zytoplasma vorhanden, so ist es ein Marker für eine schlechte 
Prognose. Wird die Anwesenheit aber im Zellkern bestätigt, so ist FOXP3 ein 
Marker für ein deutlich verbessertes Gesamtüberleben [107]. Darüber hinaus 
könnte die FOXP3-Expression in Tumorzellen ein unabhängiger starker 
Prognosefaktor für Fernmetastasen in Mammakarzinomen sein [67]. 
Möglicherweise scheinen FOXP3 aktivierte regulatorische T-Zellen am 
Tumorfortschritt sowie der folgenden schlechten Prognose beteiligt zu sein [80].  
Es wurde mehrfach berichtet, dass tumorinfiltrierende Lymphozyten (TLS) mit 
dem klinischen Bild verschiedener maligner Tumoren, einschließlich TNBC, in 
Verbindung stehen. Dennoch wird die prognostische Wertigkeit von FOXP3 
weiterhin kontrovers diskutiert. Es wurde beispielsweise beschrieben, dass 
TNBC mit nachgewiesenem FOXP3 sowie tumorinfiltrierenden Lymphozyten 
deutlich weniger empfindlich auf Chemotherapien ansprachen und somit mit 
einem schlechteren Gesamtüberleben assoziiert waren [14, 70]. Nach Oda et al. 
soll dagegen der Nachweis von FOXP3 mit TLS für eine bessere Prognose und 
ein besseres Therapieansprechen stehen [79]. 
 
1.4 Fragestellung 
Es besteht ein dringender Bedarf an neuen Strategien in der Therapie des triple-
negativen Mammakarzinoms, die auf inter- und intrazelluläre 
Signaltransduktionswege, aber auch auf die Zelladhäsion sowie Zellproliferation 
abzielen. 
Ziel dieser Studie ist es, neue Angriffspunkte für eine mögliche Therapie des 
triple-negativen Mammakarzinoms zu ermitteln. Brustkrebserkankungen, die der 
triple-negativen Subgruppe zugeordnet werden unterscheiden sich oft in anderen 
Tumorcharakteristika voneinander, so dass möglicherweise für die 
verschiedenen Unterklassen des TNBC verschiedene therapeutische Ansätze 
gefunden werden müssen. Als Angriffspunkte für Therapeutika bieten sich 
Moleküle und Proteine an, die an einer Signaltransduktionskaskade beteiligt sind, 
welche die Funktionen sowie Zellwachstum und- differenzierung, Zelladhäsion 
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und Apoptose reguliert. Der mTOR-, Hedgehog-, Wnt/β-Catenin- oder Notch-
Signalweg stellen hier wichtige potentielle Targets dar.  
Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung sollen immunhistochemisch die 
Expressionen von HIF1α, Notch1, LRP6, β-Catenin, MCL1, XBC1 und FOXP3 
und die Korrelationen zwischen ihnen dargestellt werden. Außerdem sollen die 
Zusammenhänge der etwa vorhandenen Expression mit dem Überleben der 
Patientinnen, der Tumorgröße, dem Tumorstaging und dem 
Metastasierungsgrad analysiert werden. Es sollen somit Zielgene und 
Regulatoren aus verschiedenen Pathways identifiziert werden, die als potentielle 
Angriffspunkte für mögliche neue onkologische Therapien dienen könnten. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Gewebeproben 
Gemäß der Erklärung von Helsinki liegt für die vorliegende wissenschaftliche 
Arbeit ein positives Votum der Ethikkommision der LMU München vor (LMU 048-
08 und 148-12). 
Bei der Untersuchung kamen Gewebeproben von Patientinnen zur Verwendung, 
die sich zwischen 2001 und 2002 an der Klinik für Frauenheilkunde und 
Geburtshilfe der LMU einer operativen Behandlung ihres Mammamkarzinoms 
unterzogen hatten. Intraoperativ wurde den Patientinnen Tumorgewebe zur 
histopathologischen Beurteilung entnommen. Diese Gewebeproben wurden in 
der Abteilung für Pathologie der Ludwig-Maximilians-Universität München in 
Paraffin eingebettet und der Östrogen-, Progesteron- sowie der Her2-Status 
bestimmt.  
Es wurden die in Paraffin eingebetteten Tumorpräparate von 31 Patientinnen 
(Durchschnittsalter 62 Jahre) ausgewählt, deren Östrogen-, Progesteron- sowie 
Her2-Bestimmungen negativ ausgefallen waren, d.h. die Patientinnen waren an 
einem triple-negativen Karzinom (TNBC) erkrankt. Die Tumorproben dieser 31 
Patientinnen wurden in der Abteilung für Pathologie der Ludwig-Maximilians-
Universität München neuerlich pathologisch klassifiziert (vgl. Tabelle 6, S. 35). 
An diesen Gewebeproben wurden in der Folge die immunhistochemischen 
Untersuchungen vollzogen, die in der Forschungsarbeit beschrieben werden. 
 
2.2 Material 
2.2.1 Geräte 
Für die Untersuchungen wurden die in Tabelle 4 aufgeführten Geräte verwendet. 
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Tabelle 4: Verwendete Geräte 
 
2.2.2 Reagenzien 
Die Paraffinschnitte wurden mit Xylol der Firma J.T.Baker (Deventer, 
Niederlande) entparaffiniert. Die Alkohole sowie das während des 
immunhistochemischen Färbevorgangs verwendete saure Hämalaun nach 
P. Mayer stammten aus der Apotheke Innenstadt der Ludwig-Maximilians-
Universität München.  
Zur Blockierung der endogenen Peroxidase wurde 30%iges Wasserstoffperoxid 
der Firma VWR International S.A.S (Briare, Frankreich) mit Methanol der Firma 
Merck KGaA (Darmstadt) gemischt. Die Demaskierung durch 
Hitzevorbehandlung erfolgte mit Natrium-Citratpuffer (pH=6,0), bestehend aus 
Lösung A [21,01g 0,1M Zitronensäure (Firma Merck KGaA, Darmstadt) in einem 
Pipetten Eppendorf AG, Hamburg 
Combitips advanced Eppendorf AG, Hamburg 
Pipette Dispenser Eppendorf AG, Hamburg 
Objektträger Superfrost Ultra 
Plus® inkl. Deckgläser 
Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig 
Kühlschrank Bosch GmbH, Stuttgart 
Schnellkochtopf vitafit® Fissler GmbH, Idar-Oberstein 
Kochfeld Typ THL 2597 Rommelsbacher, Dinkelsbühl 
Schlittenmikrotom Hn40 Reichert-Jung, Leica, Wetzlar 
Mikroskop Leitz Diaplan Leitz, Wetzlar 
Mikroskopkamera KY-F55BE JVC, Japan 
 
 
23 
Liter destilliertem Wasser] und Lösung B [29,41g 0,1M Natrium-Citrat (Firma 
Merck KGaA, Darmstadt) in einem Liter destilliertem Wasser].  
Zwischen den einzelnen Schritten wurden die Schnitte mit destilliertem Wasser 
der Firma Noll Karl W. Wasserdestillation (München) beziehungsweise mit PBS 
(Phosphate-Borate-Saline)-Puffer (Dulbecco) der Firma Biochrom AG (Berlin) 
gewaschen.  
Als Detektionssysteme dienten Vectastain® ABC KIT für Mouse-IgG- und Rabbit-
IgG-Antikörper der Vector Laboratories Inc. (Burlingame, USA). Für die 
Substratfärbung bezogen wir DAB (3,3 Diaminobenzidin) und Chromogen von 
Dako North America Inc. (Carpinteria, USA).  
Als Negativkontrollseren wurden je nach Herkunft des verwendeten 
Primärantikörpers entweder Maus-isotypspezifische Kontrollreagenzien (X0931; 
Klon Dak-GO1) der Firma Dako oder präimmunes Kaninchenserum (HK408; 
Rabbit Super SensNegative Control, 17ml) der Firma BioGenex (BioGenex 
Laboratories; San Ramon, USA) benutzt.  
Weiterhin wurde zum Eindecken der Paraffinschnitte Thermo Scientific Shandon 
Consul-Mount der Firma Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, USA) 
verwendet. 
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2.2.3 Bei der ABC-Methode verwendete Chemikalien und Lösungen 
o Na-Citratpuffer-Gebrauchslösung: 18 ml Lösung A + 82 ml Lösung B + 
900ml Aqua dest. (Firma B. Braun Melsungen AG, Melsungen)  
o Lösung A: 21.01g 0,1M Zitronensäure (Merck#244, Darmstadt)) + 1l Aqua 
dest. (Firma B. Braun Melsungen AG, Melsungen)  
o Lösung B: 29, 41g 0,1M Na-Citrat (Merck #6448, Darmstadt) + 1l Aqua dest. 
(Firma B. Braun Melsungen AG, Melsungen)  
o Vectatain Elite mouse-IgG-Kit: 
Blockierserum = drei Tropfen Normalserum auf 10 ml steriles PBS  
Sekundärantikörper = biotinilierter Link-Anikörper, welcher den ABC-
Komplex bindet = drei Tropfen Normalserum + 1 Tropfen Antimouse-Ig 
(blaue Flasche) + 10 ml PBS  
o ABC-Komplex = Ansetzen aus vier Tropfen Reagenz A + vier Tropfen 
Reagenz B + 10ml steriles PBS (Diese Lösung muss dreißig Minuten vor 
dem Gebrauch ruhen.)  
o DAB (3,3 Diaminobenzidin) = zwei Tropfen Puffer + zwei Tropfen DAB 
Chromogen + 2 ml destilliertes Wasser (Aqua dest.)  
 
2.2.4 Verwendete Antikörper 
Die Tumor-Paraffinschnitte jeder Patientin wurden einzeln mit den in Tabelle 5 
genannten Antikörpern angefärbt. 
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Tabelle 5: Verwendete Antikörper 
Antikörper Eigenschaften Verdünnung Firma Bestellnummer 
Anti-HIF1α 
Klon: 
ESEE122 
Monoklonaler 
Rabbit-IgG-
Antikörper 
1:2000 Sigma 
Aldrich 
SAB5200017 
Anti-Beta-
Catenin 
Polyklonaler 
Rabbit-IgG-
Antikörper 
1:300 Diagnostic 
Biosystems 
RP 080 
Anti-XBP1 
Klon: 7494 
Monoklonaler 
Rabbit-IgG 
Antikörper 
1:400 Sigma 
Aldrich 
AV38553 
Anti-FOXP3  1:300 Abcam AB20034 
Anti-
NOTCH1 
Klon: mN1A 
Monoklonaler 
Mouse-IgG-
Antikörper 
1:100 Sigma 
Aldrich 
N6786 
Anti-MCL1 
Klon: Y37 
Monoklonaler 
Rabbit-IgG-
Antikörper 
1:1000 Abcam AB32087 
Anti-LRP6 Rabbit-IgG-
Antikörper 
1:80 Millipore 06-017 
 
2.3 Immunhistochemische Untersuchungen 
In der Immunhistochemie wird die spezifische Bindung von Antikörpern genutzt, 
um Antigene an einem histologischen/pathologischen Präparat sichtbar zu 
machen. Wenn ein Gewebeschnitt mit einem Antikörper inkubiert wird, um ein 
bestimmtes Antigen (hier: Signaltransduktionsmoleküle) nachzuweisen, muss 
diese Bindung sichtbar gemacht werden. Ein primär bindender Antikörper wird 
also durch Bindung an einen fluoreszierenden Farbstoff markiert. Außerdem 
 
 
26 
können auch Enzyme an den Antikörper binden, welche dann in einem weiteren 
Schritt immunhistochemisch nachgewiesen werden. 
 
2.3.1 Konservierung der Gewebeproben (Formalinfixierung, Einbetten in 
Paraffin, Herstellung der Gewebeschnitte) 
Die folgenden Einzelschritte zur Konservierung, d.h. Fixierung, Einbettung des 
Gewebes in Paraffin sowie das Schneiden der Gewebeschnitte am Mikrotom 
wurden von Labormitarbeiterinnen der Frauenklinik Maistraße, Universitätsklinik 
der Ludwigs-Maximilians-Universität München, durchgeführt. Dennoch sollen 
diese Schritte hier zum Gesamtverständnis der Methodik erläutert werden. 
Eine Konservierung des zu untersuchenden Gewebes ist notwendig, da sonst 
degenerative Prozesse eine spätere Analyse des Gewebes unmöglich machen. 
Um diese Autolyse der Präparate zu verhindern und Antigene nachweisen zu 
können, wird das Präparat in neutral gepuffertem NBF (Neutral buffered formalin) 
fixiert. NBF besteht aus Formalin, welches um das Zehnfache unter Anderem mit 
anorganischen Salzen verdünnt wurde, um einen neutralen pH-Wert zu 
gewährleisten. Die Fixierung wird durch das Binden des Formalins an basische 
Aminosäuren hervorgerufen. Durch die Bildung von Methylbrücken entsteht ein 
Netz aus Formaldehyd- und Eiweißmolekülen. Hieraus resultiert eine verringerte 
Permeabilität für Makromoleküle, während die Struktur der Eiweiße unverändert 
bleibt. 
Obwohl es zu einer schnellen Penetration der Formaldehydmoleküle durch das 
Gewebe kommt, gehen die übrigen chemischen Prozesse nur langsam vor sich. 
Die Dauer ist dabei von der Größe des zu fixierenden Gewebestückes abhängig. 
Bei den in der vorliegenden Untersuchung verwendeten Proben hat der 
Fixationspozess bis zu 24 Stunden gedauert.  
Bevor die formalinfixierten Präparate in Paraffin eingebettet werden können, 
muss das Formaldehyd mit Wasser ausgewaschen werden.  
Da Paraffin sich überall dort im Gewebe anlagert, wo sich auch Wasser befindet, 
muss den Präparaten vor dem Einbetten mit einem Lösungsmittel das Wasser 
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entzogen werden. Hierzu werden als Lösungsmittel Xylol sowie mehrere 
siebzigprozentige und absolute Alkohole in Reihe verwendet. Das Lösungsmittel 
Xylol arbeitet hierbei als Intermedium, da es sich mit Wasser, aber auch mit den 
Alkoholen mischt. Auf diese Weise werden die Präparate weitestgehend 
entwässert, so dass dann eine Einbettung in Paraffin folgen kann. 
Es wird hierzu flüssiges, auf 60°C erhitztes Paraffin um die in Metallformen 
gegebenen Präparate gegossen. Die Paraffinblöcke lässt man anschließend 
abkühlen. 
Für die mikroskopische Untersuchung werden von den Paraffinblöcken mit einem 
Schlittenmikrotom 2-3 μm dicke Gewebeschnitte anfertigt. Anschließend werden 
diese Schnitte auf für die Immunhistochemie speziell hergestellte Objektträger 
(„SuperFrostPlus“, Firma Menzel GmbH, Braunschweig) aufgezogen. Bei diesen 
Objektträgeren soll eine bestimmte positive Ladung der Oberflächen für eine 
bessere Haftung der Gewebeschnitte sorgen. Die Gewebeschnitte werden auf 
den Objektträgern bei ca. 56-58° Celsius zwölf Stunden lang getrocknet, was 
ebenfalls die Haftung noch verbessert. 
 
2.3.2 Immunhistochemische Färbungen 
2.3.2.1 Prinzipien der ABC-Methode 
Die Reaktionen, welche durch die Spezifität und Affinität von immunologsichen 
Antikörpern stattfinden, kann man in der Immunhistochemie zu genauen 
Lokalisation der Epitope gesuchter Antikörper nutzen. Als Epitope bezeichnet 
man Sequenzen von ca. 10 Aminosäuren, gegen welche die 
Antigenbindungsstellen des speziell verwendeten Antikörpers gerichtet sind. 
Dieses immunhistochemisches Verfahren teilt sich in zwei Schritte. Es wird als 
erstes ein primärer Antikörper verwendet, welcher spezifisch an ein Epitop des 
untersuchten Antigens bindet. In einem nächsten Schritt muss dieser erste 
Antikörper sichtbar gemacht werden. Für dieses Vorgehen gibt es indirekte und 
direkte Methoden. Bei der direkten Methode wird der primär gebundene 
Antikörper mit einem zusätzlichem Markermolekül z.B. einem fluoreszierenden 
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Marker gekoppelt, der in einem weiteren Schritt sichtbar gemacht wird. Bei der 
indirekten Methode wird die Antikörper-Antigen-Reaktion mit der Hilfe weiterer 
chemisch-immunologischen Reaktionen dargestellt. Es werden hierfür in der 
Regel Antikörper verwendet, welche an den ersten bereits gebundenen 
Antikörper binden und gleichzeitig ein zusätzliches Makromolekül tragen [7].  
Für die vorliegende Untersuchung wurde die ABC-Methode (Avidin-Biotin-
Complex) verwendet. Die ABC-Methode (Avidin-Biotin-Komplex) basiert auf der 
Affinität von Avidin zu Biotin. Avidin ist ein aus Hühnereiweiß gewonnenes 
Glycoprotein (Tetramer) mit einem Molekulargewicht von 68kDa und vier 
Bindungsstellen für Biotin. Da es teilweise zu unspezifischen Reaktionen bei der 
Verwendung von Avidin kommt, wurde auf gentechnischem Weg das reinere 
Produkt Streptavidin aus dem Bakterium Streptomyces avidinii isoliert. Für die 
ABC-Methode verwendet man einen Brückenantikörper, der biotinyliert ist, das 
heißt mit Biotin markiert wurde.  
Bei Biotin handelt es sich im ein wasserlösliches Vitamin der Gruppe B, das sich 
gut an einen Brückenantikörper koppeln lässt und somit die Verbindung zum 
ABC-Komplex herstellt. Es wird dabei ein Multi-Link-Antikörper aus 
Brückenantikörpern verschiedener Tierspezies (z.B. Maus, Kaninchen, etc.) 
verwendet.  
An den biotininylierten Brückenantikörper bindet sich der Avidin-Biotin-Komplex, 
in dem an drei von vier möglichen Bindungsstellen des Avidins ein Molekül Biotin 
gebunden wird (Abbildung 2). An den Komplex ist außerdem ein Enzym 
gekoppelt, hier: Peroxidase.  
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Abbildung 2: Prinzip der ABC-Methode (Avidin-Biotin-Complex) [77] 
 
Das Enzym Peroxidase für die Konjugation eines Komplexes wird aus der Wurzel 
des Meerrettichs gewonnen und hat ein Molekulargewicht von 40 kDa. Endogene 
Peroxidase findet sich hauptsächlich in Granulozyten, Mastzellen und 
Erythrozyten, weniger in Dünndarmgewebe und in Nervenzellen. Es kommt zu 
einer Farbreaktion, indem das Enzym Peroxidase mit dem Substratpuffer H2O2 
als Katalysator und dem jeweiligen Chromogen (DAB = 3,3 Diaminobenzidin) ein 
farbiges Endprodukt bildet. Im Falle von DAB ist dieses in organischen 
Lösungsmitteln unlöslich [77]. 
Die Detektion der monoklonalen Primärantikörper erfolgte mit der oben 
erläuterten Streptavidin-Biotin-Methode. Es wurde hierfür weiterhin das 
Detektionssystem Vectastain Elite mouse-IgG-Kit verwendet (Vector 
Laboratories, Burlingame, California, USA). 
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2.3.2.2 Vorbereitung der Präparate 
Die Paraffinschnitte wurden für zwanzig Minuten in Xylol (J. T. Baker, Deventer, 
Holland) entparaffiniert und anschließend für ca. fünf Minuten in 100% Ethanol 
(hergestellt durch: Apotheke der LMU) geschwenkt. Die endogene Peroxidase 
(hergestellt durch: Apotheke der LMU) wurde durch 20-minütiges Verbleiben in 
3% H2O2-Methanol (= 3 ml 30% H2O2 + 97 ml Methanol) blockiert. Im Weiteren 
wurden die Gewebeschnitte in einer Alkoholreihe von 100%-, 96%- und 70% 
Ethanol durch zweimaliges zweiminütiges Spülen rehydriert, so dass 
Ethanolreste mit destilliertem Wasser herausgewaschen wurden.  
Zum Darstellen der zu untersuchenden Antigene ist es nötig, eine hitzeinduzierte 
Antigendemaskierung vorzunehmen. Durch diese Antigendemaskierung können 
die verwendeten o.g. Antikörper auch Epitope binden, welche vorher durch 
Aldehydvernetzung maskiert waren. Das, wie oben beschrieben, durch Formalin 
verursachte Eiweißmolekülnetz wird durch das Erhitzen der Gewebeschnitte in 
einem Citrat-Puffer mit einem pH-Wert von 6,0 wieder aufgehoben [77]. 
Die Antigendemaskierung erfolgte hier wurde durch Hitzevorbehandlung im 
Schnellkochtopf mit einem Na-Citratpuffer pH 6,0. Hierzu wurde ein 
handelsüblicher Schnellkochtopf mit Citrat-Puffer befüllt und schnellstmöglich bei 
maximaler Hitzestufe, d.h. innerhalb von 6 Minuten, zum Kochen gebracht. Nun 
wurden die Gewebeschnitte in die kochende Citrat-Puffer-Lösung platziert und 
der Deckel des Schnellkochtopfes verschlossen. Nach fünfminütigem Kochen 
wurde die Hitzestufe auf Null gestellt. Nach weiteren 5 Minuten wurde der Topf 
in ein kaltes Wasserbecken verbracht und konnte hier langsam abkühlen. Nach 
5minütigem Abdampfen des Schnellkochtopfes wurde der Deckel geöffnet und 
vorsichtig kaltes Leitungswasser zum Citrat-Puffer hinzulaufengelassen. 
Hiernach wurden die Gewebeschnitte in destilliertem Wasser abgespült und dann 
2 mal 2 Minuten in PBS (Biochrom AG, Berlin) gewaschen. 
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2.3.2.3 Immunhistochemische Färbung  
Zunächst wurde ein Blockierserum mit einer Einwirkzeit von fünf Minuten 
aufgetragen und danach wieder abgetragen. Das Blockierserum sättigt 
elektrostatische Ladungen im Gewebe ab und verhindert so, dass die 
Immunoglobuline sich durch eine hydrophobe Bindung unspezifisch an 
Strukturen wie Membranen oder Fettgewebe binden; es wird mit diesem ersten 
Schritt also eine unspezifische Anfärbung der Gewebeschnitte verhindert.  
Anschließend wurde einer der Primärantikörper (Tabelle 5, S. 25) aufgetragen. 
Nach einer Einwirkzeit von sechzehn Stunden über Nacht wurden die Präparate 
erneut 2 mal 2 Minuten in PBS-Lösung geschwenkt. Hiernach wurde der 
Sekundärantikörper für weitere zwanzig Minuten aufgetragen und wieder 2 mal 2 
Minuten in PBS-Lösung abgewaschen. Als Nächstes wurde der ABC-Komplex 
nochmals für dreißig Minuten aufgetragen, und wiederum 2 mal 2 Minuten in 
PBS-Lösung gewaschen.  
Die Substratanfärbung erfolgte mit DAB (Dako North America, Carinteria, USA) 
für dreißig Sekunden mit anschließendem Waschen für zwei mal zwei Minuten in 
destilliertem Wasser.  
Mit Hilfe der Substrat-Chromogen-Reaktion kann nicht unterschieden werden, ob 
das Enzym Peroxidase im Gewebe lokalisiert war oder ob es nachträglich 
hinzugegeben wurde (ABC-System plus Peroxidase). Um eine etwa im Gewebe 
vorhandene Peroxidase zu deaktivieren, wurden die Gewebeschnitte in H2O2 
erneut beimpft. Zeigten sich Erythrozyten im Gewebeschnitt nach der 
immunhistochemischen Anfärbung ohne Eigenfarbe war die Blockierung 
erfolgreich.  
Das Chromogen kann mit Hilfe des Katalysators H2O2 den Farbstoff DAB 
(3,3 Diaminobenzidin) ausbilden: 
o bräunliche Farbe  
o in Wasser unlöslich  
o löslich in u.g. aufsteigender Alkoholreihe und Xylol  
o Gegenfärbung möglich mit saurem Hämalaun nach Mayer  
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Anschließend wurden die Gewebeschnitte mit saurem Hämalaun, pH 5,0 
(Apotheke LMU) nach Mayer für weitere zwei Minuten gegengefärbt und hiernach 
für fünf Minuten unter Leitungswasser gebläut.  
Bei diesem pH-Wert färben sich nur der Zellkerne, weil nur sie noch eine negative 
Ladung besitzen. Es lagern sich die basischen Ionen des Farbstoffs an die 
negativ geladenen Phosphatgruppen der Zellkern-DNA. Das Bläuen der 
Gewebeschnitte erfolgt in Leitungswasser in alkalischem Milieu. Zum Ende des 
Färbevorgangs wurden die Gewebeschnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe 
(50%, 96%, 100% Ethanol) entwässert. Hiernach erfolgte schließlich die 
Aufhellung in Carbolxylol (Apotheke LMU) und Xylol (J.T. Bakter, Deventer, 
Holland).  
Die fertigen Gewebeschnitte wurden am Ende zur Haltbarmachung mit 
Deckgläschen („Consul-Mount“, Firma Shandon, Pittsburgh, USA) eingedeckt. 
Für diese Deckgläschen gilt, dass sie den gleichen Brechungsindex wie Glas 
haben müssen, um die Färbung und Auswertung nicht zu verfälschen.  
Als Negativkontrolle wurden Anfärbungen erstellt, in denen der Primärantikörper 
durch normales Mausserum in der gleichen Lösung, ersetzt wurde. Positiv 
angefärbte Zellen zeigten eine bräunliche Färbung, die Negativkontrollen waren 
so wie ungefärbte Zellen blau.  
Positivkontrollen wurden von Gewebe erstellt, welches das Antigen sicher 
enthält. Diese Färbungen liefen bei den anderen Färbungen stets mit, um 
sicherzustellen, dass die Anfärbung der Präparate auch gelungen ist. 
 
2.3.2.4 Hämatoxylin-Eosin-Färbung  
Es wurde je ein Gewebeschnitt erst in Xylol für ca. zwanzig Minuten 
entparaffiniert und im Anschluss in einer absteigenden Ethanolreihe durch kurzes 
Schwenken der Schnitte in 100%, 70%, 50% Ethanol rehydriert und dann in 
destilliertem Wasser gespült. Weiterhin wurden die Gewebeschnitte für zehn 
Minuten in einer Hämalaun-Lösung (Apotheke LMU) gebadet, dann für weitere 
zehn Minuten unter Leitungswasser gebläut. Im Weiteren wurden diese Schnitte 
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dann für fünf Minuten in ein Eosinbad (Chroma Gesellschaft, Köngen) getaucht 
und die Farbe rasch mit Leitungswasser abgespült. Hiernach konnte die erneute 
Dehydrierung in wie oben genannt aufsteigendem Ethanolbad von 70% zu 100% 
und schließlich in Xylol durchgeführt werden. Auch hier erfolgte schlussendlich 
die Eindeckung mit Einschlussmittel („Consul-Mount“, Shandon, Pittsburgh, 
USA) sowie mit Deckgläschen (R. Langenbrinck, Teningen).  
Bei dieser Färbemethode erhält man eine blaue Kernfärbung durch die 
Hämalaun-Reaktion nach Mayer sowie eine rote Zytoplasmaanfärbung durch die 
Eosinlösung. 
 
2.3.2.5 Mikroskopische Untersuchung und Auswertung mittels IRS-Score 
Die Färbung der Proben wurde von zwei unabhängigen Personen mit einem Leitz 
Diaplan Lichtmikroskop (Ernst Leitz GmbH, Wetzlar) beobachtet und 
ausgewertet.  
Die Bewertung der Expression aller Antigene LRP6, MCL1, FOXP3, NOTCH1, 
ß-Catenin, XBP1 wurde lichtmikroskopisch mit Hilfe des semiquantitativen 
immunreaktiven Scores (IRS) nach Remmele und Stegner durchgeführt [92]. Der 
IRS bewertet getrennt die Intensität und Verteilung der immunhistochemischen 
Färbung. 
Die Intensität der Farbreaktion wird in 4 Kategorien beurteilt: 
o 0 keine erkennbare Färbung, 
o 1 schwache Färbung, 
o 2 mäßige Färbung, 
o 3 starkeFärbung. 
Es wird jeweils die maximale Intensität herangezogen – auch wenn sie nur auf 
einzelne Zellen zutrifft.  
Die Verteilung der Färbung wird in Prozentsätzen nach folgenden Kategorien 
angegeben: 
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o 0 keine Färbung,  
o 1 1- 10% der Zellen angefärbt,  
o 2 11-50% der Zellen angefärbt,  
o 3 51-80% der Zellen angefärbt, 
o 4 >80% der Zellen angefärbt. 
Beide Werte werden multipliziert und ergeben einen Score von 0-12 Punkten [92]. 
 
2.4 Statistische Auswertung 
Die statistische Analyse wurde mit Hilfe der Software SPSS (Statistical Package 
fort the Social Sciences, SPSS Inc. Headquarters, Chicago, USA), Version 22.0 
durchgeführt.  
Für die statistische Analyse wurden die Färbeintensitäten nach dem Median des 
IRS-Scores in die Gruppen starke/schwache Anfärbung dichotomisiert.  
Zur Überprüfung von Korrelationen zwischen der Färbungsintensität und den 
Tumorparametern wurde der nichtparametrische Kruskal-Wallis-Test eingesetzt.  
Überlebenskurven wurden durch Kaplan-Meier-Analyse erzeugt. Hierzu wurden 
die angefärbten Präparate zu jedem Signaltransduktionsmolekül in die 
Kategorien starke und schwache Färbung dichotomisiert und die Ergebnisse 
beider Färbungs-Kategorien mit Hilfe des nichtparametrischen Log-Rank-Tests 
mit den Kategorien des zu untersuchenden Parameters verglichen. 
Als Signifikanzniveau wurde p ≤ 0,05 gewählt. Zusätzlich wurden p-Werte 
p ≥ 0,05 bis p ≤ 0,1 als grenzwertig signifikant eingestuft. 
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3 Ergebnisse 
3.1 Basisdaten 
In der folgenden Tabelle 6 sind die Basisdaten und Tumorklassifizierung der 
TNBC-Tumoren von 31 Patientinnen zu finden.  
 
Tabelle 6: Basisdaten der TNBC-Patientinnen (n = 31) 
* Mehrfachnennungen möglich 
Parameter Kategorien Anzahl 
Tumorgröße pT1 
pT2 
pT3 
pT4 
pTx 
19 
8 
1 
2 
1 
Beteiligte Lymphknoten pN0 
pN1 
pN2 
pNx 
17 
11 
2 
1 
Metastasen pM0 
pM1 
pMx 
20 
1 
10 
Grading G1 
G2 
G3 
Gx 
1 
7 
14 
9 
Histologie Duktal 
Lobular 
Medullär 
Andere 
18 
4 
7 
2 
Therapie* Operation 
Chemotherapie 
Radiatio 
Hormontherapie 
31 
8 
22 
2 
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Parameter Kategorien Anzahl 
Outcome Progression 
Rezidiv 
keine Angabe 
5 
8 
18 
Überleben <1 Jahr 
1 Jahr bis ≤5 Jahre 
5 Jahre bis ≤10 Jahre 
≥ 10 Jahre 
2 
9 
19 
1 
 
3.2 Antikörperfärbungen von TNBC-Tumorgewebe 
Die Färbungen von TNBC-Tumorgewebe mit Antikörpern gegen die 
verschiedenen Signaltransduktionsmoleküle wurden nach der in Kapitel 2.3 (S. 
25ff) beschriebenen Methodik durchgeführt. Es gelang hiermit die Anfärbung aller 
zur Untersuchung anstehenden Moleküle, wie die folgenden Abbildungen in der 
Übersicht zeigen.  
Die Fotos wurden in 10- und 25-facher Vergrößerung aufgenommen. Hierbei sind 
die braunen Strukturen das Ergebnis der DAB-Färbung, während sich die Kerne 
durch die Gegenfärbung mit Hämalaun darstellen ließen. 
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Abbildung 3: β-Catenin-Anfärbung in TNBC-Tumorgewebe 
 links: 10fache Vergrößerung, rechts: 25fache Vergrößerung 
          
Abbildung 4: FOXP3-Anfärbung in TNBC-Tumorgewebe 
 links: 10fache Vergrößerung, rechts: 25fache Vergrößerung 
          
  Abbildung 5: HIF1α Anfärbung in TNBC-Tumorgewebe 
 links: 10fache Vergrößerung, rechts: 25fache Vergrößerung 
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Abbildung 6: LRP6- Anfärbung in TNBC-Tumorgewebe 
 links: 10fache Vergrößerung, rechts: 25fache Vergrößerung 
         
Abbildung 7: MCL1-Anfärbung in TNBC-Tumorgewebe 
 links: 10fache Vergrößerung, rechts: 25fache Vergrößerung 
        
Abbildung 8: NOTCH1- Anfärbung in TNBC-Tumorgewebe 
 links: 10fache Vergrößerung, rechts: 25fache Vergrößerung 
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Abbildung 9: XBP1-Anfärbung in TNBC-Tumorgewebe 
 links: 10fache Vergrößerung, rechts: 25fache Vergrößerung 
 
3.3 Korrelationen zwischen der Färbungsintensität und dem 
Gesamtüberleben 
Zwei Moleküle zeigten eine statistisch signifikante Korrelation zwischen der 
Färbungsintensität und dem Gesamtüberleben der TNBC-Patientinnen: Die 
FOXP3-Färbung des Tumorzentrums (p = 0,015) und die zytoplasmatische 
HIF1α-Färbung (p = 0,004) (Tabelle 7).  
Aus der Kaplan-Meier-Kurve in Abbildung 10 (S. 41) wird deutlich, dass 
Patientinnen mit einer starken Anfärbbarkeit des FOXP3-Proteins im 
Tumorzentrums deutlich länger überlebten als Patientinnen, deren 
Tumorzentrum nur eine schwache Anfärbbarkeit von FOXP3 aufwies. 
Dagegen überlebten Patientinnen mit einer starken HIF1α-Färbung des 
Zytoplasmas hoch signifikant kürzer als diejenigen mit einer nur schwachen 
HIF1α-Anfärbbarkeit (Abbildung 14, S. 44). 
Für die HIF1α-Kernfärbung und die FOXP3-Färbung peritumoraler Lymphozyten 
(TLS) sowie den Tumor selbst bestanden keine Korrelationen zum 
Gesamtüberleben. Dies gilt auch für alle weiteren untersuchten Signalmoleküle.  
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Tabelle 7: Gesamtüberleben und Färbungsintensität (statistisch signifikante 
Ergebnisse sind grau unterlegt) 
 (CT=Tumorzentrum-Lymphozyten, TLS= Tumor infiltrierende 
Lymphozyten, Tum=Tumorzellen) 
Angefärbtes Signalmolekül p-Wert 
(Log-Rank-Test) 
β-Catenin-Zytoplasmafärbung 
β-Catenin-Zellkernfärbung 
0,193 
0,293 
HIF1α-Zytoplasmafärbung 
HIF1α-Zellkernfärbung 
0,004 
0,934 
LRP6 0,289 
MCL1-Zytoplasmafärbung 
MCL1-Zellkernfärbung 
0,739 
0,203 
Notch1-Zytoplasmafärbung 
Notch1-Zellkernfärbung 
0,283 
0,821 
XBP1 0,319 
FoxP3-CT 
FoxP3-TLS 
FoxP3-Tum 
0,015 
0,230 
0,433 
 
Die folgenden Abbildungen zeigen die Kaplan Meier Überlebenskurven in 
Korrelation zur Intensität der Färbung. Es wurde jeweils eine starke oder 
schwache Anfärbbarkeit des jeweiligen Signaltransduktionsmoleküls zur 
Überlebenszeit in Beziehung gesetzt. 
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Abbildung 10: Kaplan-Meier-Kurve zur Korrelation des Gesamtüberlebens (OS) mit der 
FOX-P3-Anfärbung des Tumorzentrums (CT) – Log-Rank-Test: 
signifikant (p = 0,015) 
 
 
Abbildung 11: Kaplan-Meier-Kurve zur Korrelation des Gesamtüberlebens (OS) mit der 
FOX-P3-Anfärbung der tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TLS) – Log-
Rank-Test: nicht signifikant 
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Abbildung 12: Kaplan-Meier-Kurve zur Korrelation des Gesamtüberlebens (OS) mit der 
FOX-P3-Anfärbung deTumors (Tum) – Log-Rank-Test: nicht signifikant 
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Abbildung 13: Kaplan-Meier-Kurve zur Korrelation des Gesamtüberlebens (OS) mit der 
β-Catenin-Färbung.  
Oben: Anfärbung des Zytoplasmas. Log-Rank-Test: nicht signifikant 
Unten: Anfärbung des Zellkerns. Log-Rank-Test: nicht signifikant 
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Abbildung 14: Kaplan-Meier-Kurve zur Korrelation des Gesamtüberlebens (OS) mit der 
HIF1α-Färbung.  
Oben: Anfärbung des Zytoplasmas. Log-Rank-Test: signifikant 
(p = 0,004) Unten: Anfärbung des Zellkerns. Log-Rank-Test: nicht 
signifikant 
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Abbildung 15: Kaplan-Meier-Kurve zur Korrelation des Gesamtüberlebens (OS) mit der 
MCL1-Färbung.  
Oben: Anfärbung des Zytoplasmas. Log-Rank-Test: nicht signifikant 
Unten: Anfärbung des Zellkerns. Log-Rank-Test: nicht signifikant 
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Abbildung 16: Kaplan-Meier-Kurve zur Korrelation des Gesamtüberlebens (OS) mit der 
Notch1-Färbung.  
Oben: Anfärbung des Zytoplasmas. Log-Rank-Test: nicht signifikant 
Unten: Anfärbung des Zellkerns. Log-Rank-Test: nicht signifikant 
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Abbildung 17: Kaplan-Meier-Kurve zur Korrelation des Gesamtüberlebens (OS) mit der 
XBP1-Färbung. Log-Rank-Test: nicht signifikant 
 
3.4 Korrelationen zwischen der Färbungsintensität und verschiedenen 
Tumoreigenschaften 
In der folgenden Tabelle 8 sind als Ergebnisse des nichtparametrischen Kruskal-
Wallis-Tests die Korrelationen zwischen der Anfärbbarkeit der untersuchten 
Signaltransduktionsmoleküle und verschiedenen Tumoreigenschaften 
dargestellt.  
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Tabelle 8: Korrelationen der Anfärbbarkeit der untersuchten Signaltransduktions-
moleküle mit verschiedenen Tumoreigenschaften. Kruskal-Wallis-Test.  
Fett: statistisch signifikante p-Werte (p ≤ 0,05); kursiv: grenzwertig 
signifikante Werte (p ≥ 0,05 bis p ≤ 0,1). 
Tumor  
Merkmal 
HIF1α β-Catenin XBP1 Notch1 MCI1 LRP6 FoxP3 
Zyto-
plasma 
Kern Zyto-
plasma 
Kern Zyto-
plasma 
Kern Zyto-
plasma 
Kern Zyto-
plasma 
Kern 
Grading 0,030 0,269 0,980 0,516 0,225 0,530 0,537 0,302 0,279 0,43 0,711 0,445 
Größe 0,849 0,331 0,384 0,701 0,154 0,112 0,369 0,672 0,705 0,355 0,282 0,368 
Lymphknoten-
Beteiligung 
0,208 0,751 0,377 0,656 0,615 0,049 0,063 0,605 0,233 0,154 0,189 0,707 
Metastasen 0,704 0,982 0,189 0,659 0,921 0,294 0,706 0,769 0,938 0,458 0,667 0,627 
Histologie 0,594 0,317 0,192 0,426 0,984 0,350 0,315 0,426 0,556 0,315 0,755 0,392 
Menopausal 
state 
0,750 0,591 0,068 0,609 0,767 0,476 0,298 0,557 0,151 0,801 0,663 0,542 
 
Es zeigte sich eine statistisch signifikante Korrelation zwischen der HIF1α-
Anfärbbarkeit im Zytoplasma und dem Tumorgrading (p = 0,030) (Abbildung 18). 
 
 
Abbildung 18: Anfärbbarkeit von HIF1α im Zytoplasma in Abhängigkeit vom 
Tumorgrading – Kruskal-Wallis-Test: signifikant (p = 0,30)  
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Die statistische Testung des Zusammenhangs zwischen der zytoplasmatischen 
β-Catenin-Anfärbbarkeit und dem menopausalen Status verfehlte mit p = 0,068 
knapp die Grenze zur statistischen Signifikanz (Abbildung 19). 
 
 
Abbildung 19: Anfärbbarkeit von β-Catenin im Zytoplasma in Abhängigkeit vom 
menopausalen Status. Kruskal-Wallis-Test: grenzwertig signifikant 
(p = 0,068)  
Außerdem wurde eine Assoziation zwischen der Notch1-Färbung und dem 
Lymphknotenstatus nachgewiesen. Der Test war für die zytoplasmatische 
Anfärbbarkeit mit p = 0,049 statistisch signifikant und wies für die nukleäre 
Anfärbbarkeit mit p = 0,063 eine Borderline-Signifikanz auf (Abbildung 20). 
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Abbildung 20: Anfärbbarkeit von Notch1 in Abhängigkeit vom Lymphknoten-Status. 
Oben: zytoplasmatisch; Kruskal-Wallis-Test: signifikant (p = 0,049) 
Unten: nukleär; Kruskal-Wallis-Test: grenzwertig signifikant (p = 0,063). 
 
Für die übrigen Tumorparameter wie Tumorgröße, Metastasierung und 
Histologie konnten keine signifikanten Korrelationen zur Anfärbbarkeit von HIF1α 
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und Notch1 gefunden werden. Auch für die Signalmoleküle nukleäres HIF1α, 
nukleäres β-Catenin, XBP1, MCL1, LRP6 und FOXP3 konnte kein Einfluss auf 
die untersuchten Tumoreigenschaften nachgewiesen werden. 
 
3.5 Korrelationen zwischen der Färbungsintensität und dem 
Vorkommen von Tumorrezidiven 
Abschließend wurde untersucht, ob das Vorhandensein der  
Signaltransduktionsmoleküle mit Lokal-, Lymphknoten- oder 
Metastasenrezidiven korreliert (Tabelle 9).  
 
Tabelle 9: Korrelationen der Anfärbbarkeit der untersuchten Signaltransduktions-
moleküle mit verschiedenen Rezidiven (Tumor, Lymphknoten, 
Metastasen). Kruskal-Wallis-Test.  
Fett: statistisch signifikante p-Werte (p ≤ 0,05); kursiv: grenzwertig 
signifikante Werte (p ≥ 0,05 bis p ≤ 0,1). 
 
Art des 
Rezidivs 
HIF1α β-Catenin XBP1 Notch1 MCI1 LRP6 FoxP3 
Zyto-
plasma 
Kern Zyto-
plasma 
Kern Zyto-
plasma 
Kern Zyto-
plasma 
Kern Zyto-
plasma 
Kern 
Lokal 0,188 0,787 0,946 0,209 0,909 0,188 0,163 0,621 0,112 0,270 0,448 0,083 
Lymphknoten 0,312 0,953 0,239 0,018 0,059 0,312 0,418 0,638 0,241 0,470 0,508 0,906 
Metastasen 0,896 0,965 0,007 0,100 0,225 0,370 0,082 0,387 0,560 0,426 0,661 0,761 
 
Bei β-Catenin korrelierte die Kernfärbung mit einem Wiederauftreten von 
Lymphknotenmetastasen (p = 0,018, Abbildung 21) während die 
zytoplasmatische Färbung mit dem Auftreten von Metastasenrezidiven 
verbunden war (p = 0,007, Abbildung 22). Die nukleäre β-Catenin-Färbung 
korrelierte ebenfalls, allerdings nur grenzwertig, mit dem Auftreten von 
Fernmetastasen (p = 0,100, Abbildung 23). 
  
 
 
52 
 
 
Abbildung 21: Anfärbbarkeit von β-Catenin im Zellkern bei Lymphknotenmetastasen. 
Kruskal-Wallis-Test: grenzwertig signifikant (p = 0,018) 
 
 
Abbildung 22: Anfärbbarkeit von β-Catenin im Zytoplasma bei Fernmetastasen. 
Kruskal-Wallis-Test: signifikant (p = 0,007) 
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Abbildung 23: Anfärbbarkeit von β-Catenin im Zellkern bei Fernmetastasen. 
Kruskal-Wallis-Test: grenzwertig signifikant (p = 0,1) 
 
Für drei weitere Signaltransduktionsmoleküle wurden ebenfalls grenzwertige 
Signifikanzen gefunden: XBP-1 könnte mit einem Lymphknotenrezidiv in 
Verbindung gebracht werden (p = 0,059), die nukleäre Notch1-Färbung zeigte 
eine grenzwertige Korrelation mit der Fernmetastasenbildung (p = 0,082) und die 
FOXP3-Kernfärbung scheint mit dem Auftreten von Lokalrezidiven in 
Zusammenhang zu stehen (p = 0,083) (Tabelle 9). 
Keine statistischen Auffälligkeiten zeigten sich hingegen für die Färbungen: 
HIF1α, zytoplasmatische Notch1, zytoplasmatische FOXP3, MCL1 und LRP6 
(Tabelle 9). 
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4 Diskussion 
Brustkrebs ist nach Ferlay et al. die zweithäufigste Krebsart weltweit. Von allen 
Brustkrebssubtypen macht der triple-negative Brustkrebs (TNBC) ca. 20% aus 
[12]. TNBC zeichnet sich dadurch aus, dass der Progesteronrezeptor (PR), der 
Östrogenrezeptor (ER) und auch der HER2/neu-Rezeptor nicht oder nur in sehr 
geringem Maße exprimiert werden. TNBC-Patientinnen haben im Vergleich zu 
anderen Brustkrebssubtypen ein deutlich höheres Risiko an lokalen Rezidiven, 
Lymphknoten-, Lungen- oder Hirnmetastasen zu versterben. Die Mehrheit der 
TNBC-Patientinnen entwickelt innerhalb der ersten 3 Jahre nach der Diagnose 
Metastasen; Patientinnen, die in dieser Zeit keine Metastasen zeigen, haben 
ähnliche Überlebensraten wie Patienten mit ER-positivem Brustkrebs [20].  
Die neoadjuvante Chemotherapie hat sich in der Vergangenheit als eine 
wirksame Behandlung erwiesen. Die Therapieregimes umfassen Taxane, 
Anthrazycline und platinhaltige Schemata. Patientinnen, die mit einer 
neoadjuvanten Chemotherapie behandelt wurden und zum Zeitpunkt der 
Operation eine komplette Remission der Erkrankung zeigen, haben ein deutlich 
verbessertes Gesamtüberleben sowie krankheitsfreies Überleben [28]. 
Patientinnen mit einem Residuum nach neoadjuvanter Therapie haben ein 
sechsmal erhöhtes Risiko von Fernmetastasen und ein zwölfmal erhöhtes Risiko 
zu versterben [57]. Zur Zeit ist die Chemotherapie die einzig zugelassene 
Therapie des TNBC.  
Eine gezielte Target-Therapie wurde bisher weder durch die amerikanische FDA 
(Food and Drug Administration) noch die EMA (European Medicine Agency) 
zugelassen [55]. Viele Studien der letzten Jahre haben jedoch durch eine 
Subtypisierung des TNBC auf molekularer Ebene eine Reihe möglicher Targets 
für eine potenzielle gezielte Therapie gefunden und die Suche nach weiteren 
Targets steht noch immer im Mittelpunkt aktueller Grundlagenforschung. Die 
Priorität bei der Suche nach künftigen Angriffspunkten für eine gezielte Therapie 
sollte auch der Berücksichtigung der Zusammenhänge zwischen den jeweiligen 
Zielmolekülen und epidemiologischen, klinischen und damit prognostischen 
Eigenschaften der TNBC eingeräumt werden.  
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In der vorliegenden Untersuchung wurde daher eine Kombination von 
Markermolekülen aus TNBC-Gewebeproben mit ausgewählten Tumor- und 
Patientencharakteristika korreliert, worin auch die Neuheit dieser Studie besteht. 
Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass einige der analysierten 
Signaltransduktionsmoleküle eine Korrelation zur Inzidenz von Patienten- und 
Tumormerkmalen zeigen und darüber hinaus mit verschiedenen Tumorrezidiven 
korrelieren.Ein Nachteil der vorgestellten Studie ist die kleine Anzahl der 
Patientenproben, die für die Analyse zur Verfügung standen. Daher können die  
Ergebnisse nur als vorläufig angesehen werden. Die ermittelten Daten zeigen 
jedoch bereits eindeutige Tendenzen auf, die sich durch die Analyse eines 
größeren Patientenkollektivs mit einer höheren Probenzahl statistisch vermutlich 
noch signifikant verbessern ließe. Weiterhin stimmen die Daten mit aktueller 
publizierter Literatur überein.  
Die hier gezeigte Korrelation von HIF1α mit dem histologischen Grading wurde 
bereits für Eierstockkrebs beschrieben [43], so dass dieser Faktor  
möglicherweise für die weitere prognostische Bewertung und klinische 
Behandlung eine Rolle spielen könnte. Andere Studien haben zeigen können, 
das HIF1α bei TNBC neben der Korrelation zu einem hohen Grading (G3) 
ebenfalls über eine Regulation der Tumorzellmigration und Tumorinvasion zu 
einem schlechten Gesamtüberleben und somit schlechter Prognose beiträgt 
[118]. In der vorliegenden Untersuchung konnte in TNBC-Tumorgewebe die 
Korrelation von HIF1α  mit einem postoperativen G2-Grading mittels 
Immunhistochemie nachgewiesen werden (p = 0,030). 
Weiterhin zeigten sich Zusammenhänge zwischen den Signalmolekülen und dem 
Gesamtüberleben von TNBC-Patientinnen. Beispielsweise bestand eine 
signifikante Korrelation zwischen der zytoplasmatischen HIF1α-Anfärbung und 
dem Gesamtüberleben der Patientinnen (p = 0,004). Interessanterweise decken 
sich die hier gewonnenen Erkenntnisse ebenfalls mit aktueller Literatur. Neuere 
Veröffentlichungen wie beispielsweise die Arbeitsgruppe Jin et al. wiesen nach, 
dass eine Überexpression von HIF1α mit einem schlechteren Gesamtüberleben 
assoziiert ist[42]. Allerdings war diese Überexpression vor allem bei TNBC-
Patientinnen vorhanden, welche bereits eine Radiochemotherapie erhalten 
hatten [42].  In Anbetracht dieser Ergebnisse wäre eine weitere Unterteilung 
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unserer Patientinnen in die Subgruppen „prä“ und „post“ Radiochemotherapie 
vielleicht sinnvoll gewesen. Dennoch sind die Ergebnisse bezüglich HIF1α dieser 
Arbeit kongruent zu  aktuell publizierten Studien und prädestinieren HIF1 α damit 
als ein mögliches molekulares Target in der künftigen TNBC-Therapie. 
Wir fanden jedoch keine Korrelationen der Tumormerkmale mit den Molekülen 
XBP1, MCL1, LRP6 und FOXP3, es war ebenfalls keine Beziehung zwischen den 
Molekülen und der Tumorgröße, Fernmetastasen, Formations- und 
Tumorhistologie nachweisbar. Zusätzlich untersuchten wir die Kohärenz 
zwischen den verschiedenen Signalmolekülen und der Bildung von Rezidiven wie 
Lymphknotenrezidiv, Lokalrezidiv oder Fernmetastasenbildung. Es zeigte sich 
eine Korrelation zwischen der Expression von β-Catenin und der Inzidenz von 
Rezidiv-Metastasierung. Frühere Veröffentlichungen zeigten bereits, dass β-
Catenin eine definitive Rolle bei der Metastasenbildung durch Wechselwirkungen 
mit dem ECM1 (extrazelluläres Matrixprotein 1) spielt, was zu einer erhöhten 
Entwicklung und Stabilität von Krebszellen führt [101].  
Darüber hinaus verstärkt die Anwesenheit von β-Catenin die Wirkung von Matrix-
Metalloproteinasen (MMPs) und auch des uPA (Urokinase Plasminogen 
Aktivator), was ebenfalls zu einer Stabilisierung von Tumorzellen beiträgt [23]. 
Die Hemmung von β-Catenin scheint die Metastasenbildung  negativ zu 
beeinflussen [56, 116]. β-Catenin spielt jedoch auch eine Rolle beim 
Wiederauftreten von Lymphknotenmetastasen [101]. In der vorliegenden Arbeit 
wurde beobachtet, dass die Abfärbung von β-Catenin im Zytoplasma von TNBC-
Präparaten signifikant mit einem Metastasen-Rezidiv korreliert (p = 0,007). Auch 
eine Zellkernanfärbung korrelierte signifikant mit dem Auftreten von 
Lymphkonotenmetastasen-Rezidiv (p = 0,018). Insgesamt deuten unsere 
Ergebnisse, ebenso wie andere neuere Studien, darauf hin, dass β-Catenin an 
der Fernmetastasierung von TNBC beteiligt zu sein scheint. Auch Dey et al. 
wiesen eine Hochregulation des Wnt-β-Catenin-Signalwegs in TNBC-Tumoren 
nach und konstatieren, dass dieser Signalweg maßgeblich an der Metastasierung 
beteiligt ist [17]. 
Darüber hinaus kann die Verbindung zwischen β-Catenin mit dem 
menopausalem Stadium der Patientin von klinischer Relevanz sein. Wie bereits 
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Wang et al. herausfanden, beeinflusst der Wnt-Signalweg die Pathogenese der 
postmenopausalen Osteoporose [11]. In der vorliegenden Arbeit konnte zwar nur 
der Trend eines Zusammenhangs zwischen dem β-Catenin-Nachweis im 
Zytoplasma von TNBC-Präparaten und dem menopausalen Status der 
Patientinnen festgestellt werden, in Zusammenschau der Ergebnisse ist aber 
eine Verbindung zwischen postmenopausalem Status und einer Aktivierung des 
Wnt-Signalwegs denkbar und dies könnte mit der Überexpression von β-Catenin 
in TNBC zusammenhängen. Es ist wünschenswert, dass künftige Studien diese 
Signaltransduktionskaskade als potentielles Target für die Therapie des TNBC in 
Betracht ziehen, denn der Wnt-/β-Catenin-Weg trägt ebenfalls zur Radioresistenz 
von TNBC-Zellen bei. Niclosamid, ein potenter Inhibitor des Wnt-/β-Catenin-
Signalwegs, könnte in der Lage sein, die Radioresistenz aufzuheben und somit 
die TNBC-Therapie verbessern [71].  
Eine weitere signifikante Korrelation konnte hier zwischen der Anfärbung des 
Moleküls NOTCH1 im Zytoplasama und Zellkern von TNBC-Präparaten und einer 
positiven Lymphknoteninfiltration gezeigt werden. Wnt-/β-Catenin und Notch1 
sind normalerweise verantwortlich für die Milchdrüsenmorphogenese während 
der embryonalen Entwicklung. Es wurde aber schon häufiger beobachtet, dass 
diese beiden Signaltransduktionswege auch während der Tumorgenese 
hochreguliert werden, wodurch ggf. eine weitere mögliche Behandlungsoption 
durch eine Blockade dieser Signalwege entsteht [81]. Die Rolle von Notch1 in 
Lymphknoten befallenden, infiltrierenden ductalen Karzinomen wurde bereits in 
der Literatur beschrieben, weiterhin wird die Beteiligung von Notch1 im epithelial-
mesenchymalen-Metastasierungsweg [54] vermutet. Darüber hinaus zeigten 
Patienten mit hoher Expression von Notch1 ein schlechteres Gesamtüberleben 
sowie ein kürzeres krankheitsfreies Überleben (DFS) [52]. Das in der 
vorliegenden Arbeit keine signifikante Korrelation zwischen NOTCH1 und 
schlechtem Gesamtüberleben gezeigt werden konnte, ist vermutlich im 
Wesentlichen auf das sehr kleine Patientenkollektiv zurückzuführen. Vor Kurzem 
wurde berichtet, dass die microRNA miR9 in Zusammenhang mit Notch1 steht 
und an der  Suppression von Tumorwachstum beteiligt zu sein scheint [56]. 
Darüber hinaus konnte die ATPase a2V-ATPase identifiziert werden, welche für 
die Etablierung des  Notch1-Rezeptors notwendig ist. Ein Mangel dieser ATPase 
führte zu einer Unterbrechung der Notch-Signalgebung und somit der 
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Entwicklung der Brustdrüse. Auch dies könnte einen neuen Therapieansatz in 
der Brustkrebsbehandlung darstellen [116]. Die auffallende Assoziation von 
Notch1 und dem Vorhandensein von Fernmetastasen, die sich in dieser Arbeit 
fand, ist schon früher beschrieben worden [23] und scheint via Angiogenese 
stattzufinden. Zusammenfassend ist auch NOTCH1 als ein potentielles Target in 
der künftigen TNBC-Therapie zu werten.  
Eher neu ist die Kohärenz von XBP1 und Lymphknoten-Rezidiven sowie  FOXP3  
und dem Auftreten von lokalen Rezidiven. Es konnte aber  interessanterweise 
bereits gezeigt werden, dass die XBP1-Expression in TNBC eine Korrelation zu 
HIF1α hat und somit ebenfalls mit einer schlechten Prognose verbunden ist [14]. 
Da in dieser Arbeit nur ein Trend eines Zusammenhangs zwischen Lymphknoten-
Rezidiven und und XBP1 Anfärbung gezeigt werden konnte, sind vertiefende 
Studien hierzu wünschenswert. Chen et al. [14] sprechen XBP1 eine 
Schlüsselfunktion in TNBC zu. XBP1 bietet also ebenfalls ein künftigen 
Angriffspunkt für eine potentielle Tagrettherapie des TNBC. Jiang et al.  [41] 
gehen ebenfalls von einer zum jetzigen Forschungsstand deutlich 
unterbewerteten Rolle von XBP1 aus, was die Bedeutung der vorliegenden 
Untersuchung zu dieser Signaltransduktionskaskade unterstreicht. 
Die FOXP3-Färbung des Tumorzentrums ergab eine signifikante Korrelation zum 
Gesamtüberleben von TNBC-Patientinnen (p = 0,015),  wohingegen für die  
tumorinfiltrierenden FOXP3-positiven Lymphozyten und die peritumoralen 
FOXP3-positiven Lymphozyten keine signifikante Korrelation in Bezug auf das 
Gesamtüberleben gezeigt werden konnte. FOXP3 ist ein Marker für CD8+-
regulatorische T-Lymphozyten. Wie bereits in der Einleitung dieser Arbeit 
erwähnt, wird die Rolle des FOXP3 kontrovers diskutiert. Überwiegend ist man 
aber der Meinung, dass der Nachweis FOXP3-positiver Lymphozyten mit einer 
schlechten Prognose einhergeht [61]. Ebenfalls spricht eine 
Zytoplasmaanfärbung der TNBC-Zellen für eine schlechte Prognose [19]. Hier 
konnte nun das Vorhandensein zentrotumoraler FOXP3-positiver Lymphozyten 
mit einem schlechten Gesamtüberleben in Verbindung gebracht werden. Darüber 
hinaus zeigte sich zumindest der Trend eines Zusammenhangs zwischen FOXP3 
und einem Lokalrezidiv (p=0,083). Wie bereits in anderen Studien aufgezeigt 
[19], scheint FOXP3 ein wichtiger prognostischer Marker für den TNBC-Verlauf 
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zu sein. Es wäre interessant zu untersuchen, wie sich eine FOXP3-Expression 
vor und nach einer Chemotherapie verhält, um den prognostischen Wert weiter 
zu spezifizieren. Minour et al. beschreiben tumorinfiltrierende FOXP3-positive 
Lymphozyten bei residualen TNBC nach Chemotherapie [70], was ebenfalls ein 
Argument für weitergehene Studien zum Verhalten FOXP3-positiver 
Lymphozyten  vor und nach Chemotherapie ist. Zusammenfassend zeigen die 
Daten dieser Arbeit kongruent zu aktueller Literatur, dass auch FOXP3 ein 
potentielles Target in der zukünftigen molekularen Therapie des TNBC ist. 
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5 Zusammenfassung 
Einleitung: Triple-negativer Brustkrebs (TNBC) ist eine sehr aggressive 
Brustkrebsform mit hohen Proliferations- und Metastasierungsraten. Durch die 
allenfalls nur sehr geringe Expression des Progesteron-, Östrogen- und Her2-
Rezeptors ist der TNBC schlecht behandelbar, und es fehlen wirksame 
zielgerichtete Therapien. Daher war es das Anliegen dieser Arbeit, 
Zusammenhänge zwischen einigen intrazellulären Signaltransduktions-
molekülen und dem Gesamtüberleben, weiteren prognostischen Parametern und 
der Rezidivneigung zu untersuchen. 
Methodik: Es standen 31 paraffineingebettete Gewebeschnitte von TNBC-
Patientinnen zur Verfügung, die immunhistochemisch mit spezifischen 
Antikörpern auf die Anfärbbarkeit der Signalmoleküle HIF1 α, β-Catenin, FOXP3, 
Notch1, MCL1, LRP6 und XBP1 untersucht wurden. Die Farbintensität wurde mit 
dem immunreaktiven Score (IRS) beurteilt und mit statistischen Methoden sowie 
Kaplan-Meier-Kurven zu den klinischen und tumorspezifischen Parametern in 
Beziehung gesetzt. 
Ergebnisse: Es bestanden statistisch signifikante Korrelationen zwischen dem 
Gesamtüberleben der TNBC-Patientinnen und 1. der Intensität der FOXP3-
Färbung des Tumorzentrums (p = 0,015) sowie 2. der zytoplasmatischen HIF1α-
Färbung (p = 0,004). Hinsichtlich der Tumoreigenschaften zeigte sich eine 
statistisch signifikante Korrelation zwischen der HIF1α-Anfärbbarkeit im 
Zytoplasma und dem Tumorgrading (p = 0,030) sowie zwischen der 
zytoplasmatischen Notch1-Färbung und dem Lymphknotenstatus (p = 0,049). 
Weitere grenzwertig signifikante Korrelationen lagen für die nukleäre Notch1-
Färbung und den Lymphknotenstatus (p = 0,0463) sowie die zytoplasmatische β-
Catenin-Anfärbbarkeit und den menopausalen Status (p = 0,068) vor. In Bezug 
auf verschiedene Rezidivformen korrelierte die Kernfärbung des β-Catenin mit 
einem Wiederauftreten von Lymphknotenmetastasen (p = 0,018), während die 
zytoplasmatische Färbung mit dem Auftreten von Metastasenrezidiven 
verbunden war (p = 0,007). Die nukleäre β-Catenin-Färbung korrelierte ebenfalls, 
allerdings nur grenzwertig, mit dem Auftreten von Fernmetastasen (p = 0,100). 
Für drei weitere Signaltransduktionsmoleküle wurden ebenfalls grenzwertig 
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signifikante Korrelationen festgestellt: XBP-1 mit einem Lymphknotenrezidiv 
(p = 0,059), die nukleäre Notch1-Färbung mit der Fernmetastasenbildung (p 
= 0,082) und die FOXP3-Kernfärbung mit dem Auftreten von Lokalrezidiven 
(p = 0,083). 
Schlussfolgerung: Ein Großteil der hier ausgewählten Signaltransduktions-
kaskaden scheinen sich mit hoher Wahrscheinlichkeit als Ziel für neue 
zielgerichtete Therapien des TNBC zu eignen. Die Ergebnisse sollten zu 
weiterführenden Untersuchungen ermutigen, um die Schlüsselfunktionen der hier 
behandelten Signaltransduktionsmoleküle weiter aufzuklären und 
herauszufinden, wie und mit welchen Substanzen sie sich am besten blockieren 
lassen. 
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7 Anhang 
7.1 Verzeichnis der Abkürzungen 
 
ABC Avidin-Biotin-Complex 
AGO Arbeitsgemeinschaft Gynäkologische Onkologie 
APC Adenomatous polyposis coli 
ASCO American society of clinical oncology 
BCL B-cell lymphoma 
Ca Karzinom 
CD Cluster of differentiation 
CK Zytokeratin 
CLIS Carcinoma lobulare in situ 
CT Tumorzentrum-Lymphozyten 
DAB 3,3 Diaminobenzidin 
DCIS Ductales Carcinoma in situ 
DFS Disease free survival 
Dkk Dickkopf 
EBCTCG Early breast cancer trialists’ collaborative group  
ECM extrazelluläres Matrixprotein 
EGFR Epidermal growth factor receptor 
EMA European medicine agency 
ER Östrogen-Rezeptor 
auch: Endoplasmatisches Retikulum 
FDA Food and drug administration 
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FOXP3 Forkhead-Box-P3 
HDL High density-Lipoprotein 
Her Human epidermal growth factor receptor 
HIF Hypoxia-inducing factor 
HLA Humanes Leukozytenantigen 
IRS Immune Reactive Score 
kDa Kilodalton 
LMU Ludwig-Maximilians-Universität 
LN Lobuläre Neoplasie 
LRP Low-density lipoprotein receptor-related protein 
MCL Myeloid cell leukemia 
MMP Matrix-Metalloproteinasen 
MVP Major vault protein 
NBF Neutral buffered formalin 
OS Overall survival (Gesamtüberleben) 
PARP poly(ADP-Ribose)-Polymerase 
PBS Phosphate-Borate-Saline 
PD-L1 Programmed death ligand 1 
PR Progesteron-Rezeptor 
pTNM Pathologisch bestimmte Tumorstadien 
TLS Tumorinfiltrierende Lymphozyten 
TNBC Triple-negatives Mammakarzinom 
TNM Tumor, Lymphknoten, Metastasen 
Treg Regulatorische T-Zellen 
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Tum Tumorzellen 
UICC Union internationale contre le cancer 
uPA Urokinase-Plasminogen-Aktivator 
VEGF Vascular endothelial growth factor 
XBP X-box-binding-protein 
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